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1. INTRODUCAO

A asma € uma doenca cronica respiratoria, de carater complexo, que envolve
a interacdo de fatores genéticos e ambientais (CASAGRANDE et al., 2008), acomete
cerca de 235 milhdes de pessoas em todo o mundo (WHO, 2011). Clinicamente a
asma cursa com inflamacdes alérgicas, caracterizada pelo aumento da interleucina-
4 (IL-4) a qual é secretada por linfocitos T helper tipo 2 (Th2) (GARCIA et al., 2005).
Esta citocina atua nos linfocitos B, induzindo a mudanca de isotipo para
imunoglobulina E (IgE), além de promover a diferenciacdo de células T em células
Th2 (STEINKE e BORISH, 2001).

O gene da IL-4, localizado no cromossomo 5qgll, apresenta polimorfismos
associados ao aumento dos niveis séricos totais de IgE e, potencialmente, com
asma, o que tem sido relatado em estudos realizados em diferentes etnias
(BASEHORE et al., 2004). Dentre os polimorfismos de nucleotidio Unico (SNPSs)
descritos na literatura, tem-se 0 SNP -589C>T (rs2243250) que corresponde a
substituicdo de uma base C por uma base T. Esta localizado na regido promotora do
gene e parcialmente controla a producéo de IL-4 (ROSENWASSER et al., 1995).

A coorte de 1993 representa um estudo de ciclo vital que inclui 5.265 criancas
nascidas vivas nos hospitais da zona urbana da cidade de Pelotas-RS, Brasil, no
ano de 1993 (VICTORA et al., 2008). Em 2008, um novo acompanhamento desta
coorte foi realizado para aquisicdo de diferentes dados, além de coleta de saliva
para a criacdo de um banco de DNA da coorte de 93.

O presente estudo teve por objetivo descrever a frequéncia alélica e
genotipica do SNP -589C>T no gene da IL-4 em uma subamostra de 1.146
adolescentes da coorte de nascimentos de 1993.

2. MATERIAL E METODOS

No acompanhamento de 2008, 4.297 adolescentes pertencentes ao estudo de
Coorte dos nascidos vivos em 1993 compareceram a uma central de medidas no
Centro de Pesquisa em Saude Dr. Amilcar - UFPEL, para a realizacdo de medidas
antropométricas, clinicas e de funcdo pulmonar. Dentre estes, 4.110 coletaram
saliva através do kit comercial Oragene (Oragene®<DNA sample collection kit) para
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extracdo de DNA, o qual ap6s processado foi armazenado a -20°C até sua
utilizacdo. A presente analise de polimorfismos foi realizada através de parceria
entre o Laboratério de Fisiologia Molecular-IB-UFPEL, o Grupo de Pesquisa em
Oncologia - CDTEC-UFPEL e o Laboratério de Genbmica e Fitomelhoramento-
FAEM-UFPEL.

A preparagdo das amostras de DNA incluiu uma etapa de leitura das
concentracfes das amostras através do equipamento NanoVue, seguida de diluicdo
com TE, a fim de obter uma concentracgéo final de 20 ng L.

A genotipagem das amostras foi realizada em 27% das amostras (N=1.146)
através da técnica de discriminacédo alélica com uso de sondas TagMan® do tipo
MGB (Minor Groove Binding), pré-desenhadas pela Applied Biosystems. Duas
sondas foram usadas, uma marcada com o fluor6foro reporter FAM®, que foi
utilizada para detectar o alelo T, e a outra marcada com o fluoréforo repérter VIC®,
para detectar o alelo C. A andlise do polimorfismo foi realizada por graficos de
clusters gerados pelo equipamento Real Time ABI 7.500Fast, da seguinte forma:
maior fluorescéncia emitida pela sonda marcada com FAM® corresponde ao
homozigoto mutado TT, maior fluorescéncia emitida pela sonda marcada com VIC®
indica homozigoto selvagem CC, emissdo de ambas as fluorescéncias remete ao
heterozigoto CT.

A digitacao dos resultados foi realizada em duplicata, gerando dois bancos de
dados. A sequir foi feita a consolidacdo destes obtendo- se um banco final corrigido.

Os resultados foram analisados pelo Teste Qui-quadrado, e os dados obtidos
foram avaliados com o programa STATA 10.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A frequéncia alélica observada na subamostra foi de 0,74 para o alelo C e
0,26 para o alelo T. A frequéncia genotipica encontrada foi de 56,02% (n=642) para
0 gendtipo CC, 35,78% (n=410) para o genotipo CT e 8,20% (n=94) para o gendtipo
TT. Os genotipos do polimorfismo -589C>T do gene da IL-4 na subamostra estudada
ndo se encontram em Equilibrio de Hardy-Weinberg (c? = 5,99).

ApoOs a analise estratificada por cor da pele autorreferida pelos individuos, as
frequéncias alélicas (Tab. 1) e genotipicas (Tab. 2) apresentaram-se em Equilibrio
de Hardy-Weinberg: brancos (c?=0,002); pretos (c? =1,97); pardos (c?=0,002); indios
(c?=0,30) e amarelos (c?=0,30), sugerindo a ocorréncia de casamentos assortativos
dentro da populacédo, corroborando resultados de estudos demograficos previamente
publicados (PENA etal., 2011; PETRUCCELLI, 2001).

Tabela 1 - Frequéncia alélica do polimorfismo 589C>T do gene da IL-4 em uma subamostra da coorte
de 1993, estratificada por cor da pele.

Cor da pele Alelo C Alelo T
Branco 0,81 0,19
Preto 0,53 0,47
Pardo 0,68 0,32
Indigena 0,71 0,29

Amarelo 0,71 0,29
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Tabela 2 — Frequéncia genotipica do polimorfismo 589C>T do gene da IL-4 em uma subamostra da
coorte de 1993, estratificada por cor da pele.

Cor da Pele Gendtipo CC Genodtipo CT Genoétipo TT
Branco 65,54% (n=483) 30,80% (n=227) 3,66% (n=27)
Preto 30,29% (n=53) 44,57% (n=78) 25,14% (n=44)
Pardo 45,50% (n=91) 44,00% (n=88) 10,50% (n=21)

Amarelo 47,06% (n=8) 47,06% (n=8) 5,88% (n=1)

Indigena 47,06% (n=8) 47,06% (n=8) 5,88% (n=1)

*n: namero total de individuos

4. CONCLUSAO

A descricao das frequéncias alélicas e genotipicas do SNP -589C>T do gene
da IL-4 em uma subamostra de individuos do estudo de coorte de nascidos vivos em
1993 em Pelotas, representa um avanco na descricdo de genes de interesse. Isto
permite a insercdo de dados da nossa populacdo junto ao cenario mundial,
buscando investigar associacbes gene-ambiente envolvidas nos mecanismos
fisiopatolégicos de doencas complexas, tais como a asma.

O equilibrio de Hardy-Weinberg encontrado para a distribuicdo dos genotipos
somente quando os dados sdo agrupados segundo a cor da pele, sugere a
ocorréncia de casamentos ndo aleatorios dentro da populacéo estudada.

Pretendemos confirmar nossos resultados de genotipagem através de
sequenciamento de 1% das amostras, além de investigar a ancestralidade desses
diferentes grupos de individuos, afim de melhor compreender nossos achados.
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