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RESUMO

A ocorréncia de polimorfismos de um Unico nuclemidSNPs) na regido promotora de
genes, como 0 da Interleucina-6 (IL-6), tem um paedevante na suscetibilidade e
progressédo as doencgas pulmonares. Assim, objese@@valiar a prevaléncia do polimorfismo
rs1800795 no gené6 e a possivel relacdo com a susceptibilidade ascdegrulmonares em
escolares de Santa Cruz do Sul. Foi realizado uod@gransversal, descritivo e analitico,
constituido por 240 criancas e adolescentes, cadleglentre 7 e 17 anos, provenientes de
cinco escolas do municipio de Santa Cruz do Sul AR§notipagem foi realizada através de
PCR em tempo real e os niveis séricos de IL-6 fatatarminados pela técnica de citometria
de fluxo variedade pérola (CBA). A andlise estatistoi realizada no programa SPSS versao
20.0. A idade média do grupo estudado foi de 13 &18,13). Entre as doencas pesquisadas,
bronquite e asma foram descritas por 21,7% do®\estados e 27,5% estdo expostos ao
tabagismo. A frequéncia genotipica identificadadei44,2% GC, 43,8% GG e 12,1% CC.
Escolares com doencga pulmonar apresentaram maquéncia de histérico familiar de
doencas pulmonare®=0,01), no entanto ndo foi observada relacdo ergrgendtipos do
polimorfismo rs1800795 e os niveis médios de lcdin a presenca ou auséncia de doencas
pulmonares.

Palavras-chave: Doencas pulmonares. Polimorfismo. Suscetibilidad€riancas.
Adolescentes.

ABSTRACT

The presence of single nucleotide polymorphismsR§Nn the promoter region of genes,
such as Interleukin-6 (IL-6), has an important rabeprogression and susceptibility to
pulmonary diseases. Thereby, the objective was ualuate the prevalence of the
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polymorphism rs1800795 in tHe6 gene and the possible relationship with susceipyitho
lung diseases in schools in Santa Cruz do Suadtrbalized a cross-sectional, descriptive and
analytical study, comprising 240 children and adoéaits aged between 7 and 17 years, from
five schools in the city of Santa Cruz do Sul, E®notyping was performed by real-time
PCR and serum levels of IL-6 were determined bymeaf flow cytometric bead array
(CBA). Statistical analysis was performed using SR8rsion 20.0 program. The average age
of the group was 13 years (x 3.13). Among the stedlaliseases, bronchitis and asthma were
reported by 21.7% of respondents and 27.5% are sexb®o smoking. The identified
genotypic frequency was 44.2% GC, 43.8% GG and%2CIC. Students with pulmonary
disease had a higher frequency of family historylusiy diseasep(= 0.01), however no
relationship was observed between the polymorphgi00795 genotypes and mean levels
of IL-6 in the presence or absence of pulmonargatiss.

Keywords: Lung diseases. Polymorphism. Susceptibility. CleiidiTeens.

1 INTRODUCAO

As doencas respiratorias afetam um grande perdedmagpopulacdo mundial,
constituindo assim uma das principais causas déahtuade e morbidade. Tanto em adultos
guanto em criangas, a manifestacao desses indestanto, sdo ainda negligenciadas pelas
atuais politicas de saude (GAO et al., 2014; TOYDSKet al., 2003; WHO, 2007). Além
disso, ressaltamos o impacto que estas doencampiesar principalmente no que se refere
a diminuicdo ou incapacidade fisica funcional dudividuos (ILDEFONSO et al., 2009).
Entre as doencas respiratorias, destacam-se a®maies, como a asma, bronquite, doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e o céancer dém@o, as quais sdo altamente
influenciadas pela interagéo gene-ambiente (ARBEX.£2012,COLAKOGULLARI et al.,
2008;HE et al., 2009; KUO et al., 2006; NAWROT et aD0B; SETTIN et al., 2008).

De uma maneira geral, as doencas pulmonares afmeseam comum O
desencadeamento de um processo inflamatorio queEvendiversos mecanismos, entre eles,
a acao de citocinas (RINCON et al., 2018} citocinas sao importantes mediadoras da
resposta inflamatoria, dentre as quais se encamtiaterleucina-6 (IL-6), que possui
caracteristica pleiotropica multifuncional com @&ade pré e anti-inflamatéria
(KAMIMURA et al., 2003). A IL-6 € secretada por &8 células e tecidos, como as células
epiteliais das vias respiratorias, macréfagos ddves, adipécitos e midcitos, desempenhando
um papel central na resposta imune e consequertemes mecanismos de defesa do
organismo (DONALDSON et al., 2005; HE et al., 20BEVEU et al., 2010; WALSTON et
al., 2007).

O gendl6 esta localizado na regido 7p21 do cromossomo, sgunelgua transcricao

e expressdo podem ser influenciadas pela ocorréecj@olimorfismo na regido promotora,
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acarretando variacdes inter-individuais ao risco désenvolver determinadas patologias
(FISHMAN et al., 1998; PANTSULAIA et al., 2002; TER et al., 2000). Diversos estudos
tém sido desenvolvidos visando elucidar a influénde SNPs — polimorfismos de um
nucleotideo Unico — na suscetibilidade a diverssnchs (BARBISAN et al., 2012; BEN-
SELMA et al., 2011; MYSLIWSKA et al., 2009; OANA at., 2014). Em relacdo as doencas
pulmonares, o SNP rs1800795 localizado na regiaé db genédlL6, que consiste na troca de
uma base G por,(vem sendo pesquisado em diferentes populacdes aonossivel fator
de suscetibilidade e progressdo destas patologi@BLAKOGULLARI et al., 2008
CORDOBA-LANUS et al., 2008; SETTIN et al., 2008; ARKOV et al., 2008).

Considerando o impacto que as doencas pulmonaae®i@mn a qualidade de vida e
ao reduzido numero de estudos neste ambito enwivenmancas e adolescentes, N0SSo grupo
objetivou avaliar a prevaléncia do polimorfismo88Q795 no gené.6 em escolares de 7 a

17 anos de idade, bem como uma possivel relacad@@morréncia de doencas pulmonares.

2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

As doencas respiratorias constituem um grave pmublée salde publica, afetando
milhdes de pessoas no mundo. Dentre eles, mais @ Ppertencem a paises
subdesenvolvidos ou a classes menos favorecidasO\WA007). A ocorréncia destas
patologias impacta negativamente na qualidade da, \acarreta em altas demandas aos
servicos de saude, além de levar ao Obito premaWw@iados fatores contribuem para a
ocorréncia e o aumento da prevaléncia das doengasafgtam o pulméo, principalmente
entre criangas e adolescentes, tais como agenfesciosos, poluentes atmosféricos,
exposicao ativa ou passiva ao fumo (ARAUJO et2806; FONSECA et al., 2011; SOUSA
et al., 2012).

As doencas pulmonares possuem como aspecto conpuatesso inflamatério que
envolve a acdo de varias citocinas, as quais desem um papel central na coordenacéo da
inflamacgé&o crénica (BARNES, 2008). Nos ultimos arestudos tém avaliado a influéncia
genética na suscetibilidade e progressao das do@ud@onares, considerando a ocorréncia
de SNPs em regides génicas promotoras de citoeimaslvidas no processo inflamatorio
(GUO et al., 2012; XIAOMIN et al., 2008).

A Interleucina-6 é uma das citocinas mais amplaeestudadas, considerando sua
acdo na resposta imune do organismo, sendo pradymd varias células, entre elas os
linfécitos T e as células epiteliais das vias aer@EVEU et al.,, 2010). A IL-6 € uma

citocina pré-inflamatdria que exerce funcdes madiodas importantes sobre as células T,
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logo esta possui um papel relevante na imunidade sposta inflamatéria (DIENZ et al.,
2009). Deste modo, os niveis de IL-6 s&o considsradmo um importante marcador do
estado inflamatorio das vias aéreas, principalmeageperiodos de exacerbacédo de doencas
pulmonares como, por exemplo, a asma e a DPOC HMS® et al., 2014; NEVEU et al.,
2010; RINCON et al., 2012).

Alguns estudos tém avaliado a ocorréncia de pofiemos na regido promotora do
gene da IL-6, a fim de identificar possiveis re;destes com a ocorréncia, suscetibilidade
ou agravo de doencas pulmonares (CORDOBA-LANUSI.e2808; DANESHMANDI et
al., 2012; HE et al.,, 2009; KOSUGI et al.,, 2013; NBAVIANI et al.,, 2009). O
polimorfismo rs1800795 (174G/C) foi associado aidiigdo dos niveis de IL-6, assim
individuos com o gendtipo GG teriam niveis maivaii®s da citocina (FISHMAN et al.,
1998; MORSE et al., 1999). Deste modo, pacientesoa@oticos para o alelo C teriam uma
resposta inflamatéria menos intensa e, dessa foumamelhor prognostico nas doencas
pulmonares.

Apesar dos crescentes estudos a respeito da iaguéo polimorfismo rs1800795
sobre as doencas pulmonares, poucos destes témo#iados a criancas e adolescentes. No
entanto, estima-se que a ocorréncia de doenga pamma infancia pode repercutir na idade
adulta, ou seja, criancas portadoras de asma possuemaior risco para o desenvolvimento
de DPOC na idade adulta (SILVA et al., 2004; SVANE&I., 2010; TAl et al., 2014). Sendo
assim, a realizacdo de pesquisas envolvendo pdiemmrs relacionados a citocinas
mediadoras na resposta inflamatoria sdo extremani@amortantes na busca por ferramentas
que possibilitem diagndsticos mais precoces, paisiente em criangas e adolescentes, a fim
de diminuir as morbidades e melhorar a qualidadé@d#edos individuos.

3 METODOLOGIA

3.1 Sujeitos e delineamento do estudo

Foi realizado um estudo transversal, descrithanalitico incluindo uma amostra de
conveniéncia constituida por 240 criancas e adehss, com idades entre 7 e 17 anos,
provenientes de cinco escolas do municipio deaS@mntiz do Sul, RS. A inclusdo dos
individuos na pesquisa ocorreu através do aceissieatura do termo de consentimento livre
e esclarecido pelos pais ou responsaveis. O nlat@okgico utilizado nesta pesquisa
(sangue) foi proveniente do biorrepositorio do Med em Promocdo da Saude da

Universidade de Santa Cruz do Sul (UNISC). O presestudo foi aprovado sob o protocolo
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de nimero 562.043/14 pelo Comité de Etica em Psaqla Universidade de Santa Cruz do
Sul (UNISC).

3.2 Coleta dos dados e analise das amostras bioldas

Os dados empregados para a realizacdo do estwao édatidos no periodo de abril a
maio de 2014, através da realizacdo de entrevieites pelo telefone com os pais ou
responsaveis pelos escolares. Eles foram questisraarkspeito dos dados pessoais (home do
responsavel e do escolar e o seu endereco), sowguéficos (idade, sexo, etnia,
escolaridade), histérico de doencas pregressasiags atos escolares e familiares (asma,
bronquiolite, pneumonia, coqueluche, bronquite, BP®B e cancer de pulm&o) e sobre a
exposicao ao tabagismo.

A amostra de sangue coletada e utilizada parals@f®0 mL) foi acondicionada e
armazenada em freezer -20°C. Para a extracdo de, DNlizamos o0 sangue total
anticoagulado com EDTA e empregamos o métod&@aléng ouf conforme descrito por
Miller, Dykes e Polesky (1988).

A genotipagem do polimorfismo da IL-6 rs1800795 riealizada através da técnica
de PCR em tempo real no StepOne Plus® (AppliedyBtess, Foster City, CA, EUA),
conforme as instru¢des do fabricante, utilizandsa@s de discriminacéo alélica. Utilizou-se
sonda TagMal! rs1800795 (ensaio customizado) e Master Mix PCR/éisal. O ensaio foi
realizado em duplicata, apresentando precisao @10

Os niveis de IL-6 foram mensurados através dazagidio do soro de 71 escolares
pela técnica de citometria de fluxo variedade @é(GIBA), usando kits de citocina humana
BD™ CBA Human Soluble Protein Flex Set SystéBecton—Dickinson, Heidelberg,
Germany) conforme as instru¢cdes do fabricante. Batarminar os niveis de IL-6 na
populacdo estudada, utilizamos os valores de npati@a as analises, uma vez que nao ha

pontos de corte descritos na literatura para caEsde IL-6.

3.3 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa SRk&rsdo 20.0. Utilizamos o
testq > para as varidveis categéricas, sendo considerdifi@a®ncas significativas para
p<0,05, com intervalo de confianca de 95%. Os radak foram apresentados de forma

descritiva, com frequéncias (%), médias e desvilvgm
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As frequéncias alélicas foram calculadas pela gemtedireta dos alelos observados.
A andlise do Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) & foram empregadas as diferencas
significativas parg>0,05.

4 RESULTADOS

Observamos que, do total de 240 escolares, 60%sdesam do sexo feminino e
84,6% eram brancos. Além disso, compreendiam 64,68ixa etaria de 12 a 17 anos, sendo
a idade média de 13 anos (+3,13). Em relagéo ddacado escolar, a maioria dos individuos
(65,4%) pertencia a escolas da zona urbana do fpimi®Quanto as doencas pulmonares
pesquisadas, bronquite e asma foram descritaslpo¥e2dos entrevistados. No que se refere
a exposicado diéria ao tabagismo, verificamos qug%2dos escolares encontram-se sujeitos a
fumaca de cigarro (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas sociodemograficas, epm@logicas e exposi¢cao ao tabagismo

Caracteristicas n =240 (%)
Sexo

Feminino 144 (60,0)

Masculino 96 (40)
Faixa etaria

7 —11 anos 85 (35,4)

12 — 17 anos 155 (64,6)
Etnia

Branca 203 (84,6)

Parda 27 (11,3)

Negra 10 (4,2)
Doencas Respiratérias*

Bronquite 28 (11,7)

Asma 24 (10,0)
Exposicdo ao tabagismo**

Sim 66 (27,5)

Nao 174 (72,5)

*Diagnostico das pneumopatias relatado conformstererio aplicado aos pais e responsaveis.
** Considerou-se exposto ao tabagismo o escolatigha contato diario com fumantes na residéncia.

A analise genotipica do polimorfismo rs1800795 destrou que 44,2% dos
escolares apresentavam genotipo GC, 43,8% GG &012(1. A frequéncia do alelo C foi de
34,2% e do alelo G 65,8%. Nao foi encontrada relag#ire a presenca do alelo de risco e a
ocorréncia de doencas pulmonares nos individuoslas$ts. Entre as variaveis preditoras das
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doencgas pulmonares, observamos que o0s escolatadges das pneumopatias tinham maior
frequéncia de historico familiar de doengas pulmes$€=0,01) (Tabela 2).

Tabela 2 — Fatores preditores de doenca pulmonar
DOENGCA PULMONAR*

Variaveis Sim N&o TOTAL

N=52 (%)N=188 (%) N=240 (%) P
Faixa etaria
7 - 11 anos 19 (36,5) 66 (35,1) 85 (35,4) 048
12 — 17 anos 33 (63,5) 122 (64,9) 155 (64,6) '
Exposicao ao tabagismo 16 (29,1) 50 (27) 66 (27,5) 0,44
Historico familiar** 21 (40,4) 45 (23,9) 66 (27,5) 0,01
Zona escolar
Urbana 35 (67,3) 122 (64,9) 157 (65,4)
Rural 17 (32,7) 66 (35,1) 83 (34,6) 0,44
SNP rs1800795
CC +GC 29 (55,8) 106 (56,4) 135 (56,2) 053
GG 23 (44,2) 82 (43,6) 105 (43,8) '

*Asma ou Bronquite.
**Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC), Tulkwse (TB), Cancer de Pulm&o ou Asma.

Na Tabela 3, encontram-se as analises dos nivei®sgericos de IL-6 em relacéo
aos gendtipos e a presenca ou nao de doenca pulmeéda foi encontrada relacdo
estatisticamente significativa, mas observou-se agiaiveis médios de IL-6 foram mais
elevados nos individuos que apresentavam o alelefam portadores de doenca pulmonar.
J& entre os escolares que ndo apresentavam dadnmgangr, os portadores do genétipo GG

tiveram os niveis médios da citocina mais elevados.

Tabela 3 — Niveis médios séricos de IL-6 em relac&m gendtipo de acordo com a

presenca ou auséncia de doenca pulmonar

Niveis médios IL-6*

2168”88%)5 Doenca Pulmonar
Sim (n) N&o (n)
GG 11,628 (10) + 2,698 12,212 (27) £ 4,543
GC+CC 13,427 (10) + 4,377 11,128 (24) £ 3,263
Valor p 0,283 0,338

*Niveis séricos de IL-6 n=71 escolares.

5 DISCUSSAO
As doencas pulmonares representam uma das maile®s morbidades entre a
populacao, influenciando na qualidade de vida argkr uma alta demanda nos servicos e

recursos de saude publica. A ocorréncia de um gsodeflamatoério é o aspecto comum entre
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essas doencgas, sendo que as diversas citocindsidasmesta situacao possuem papel chave
tanto na progressdo da patologia quanto no reéstabento da normalidade do organismo
(ALDONYTE et al., 2003; BARNES, 2008; MOERMANS dt,2011, NEVEU et al., 2010).

A IL-6 é reconhecida como uma citocina multifun@brenvolvida nas fung¢des imunitarias,
possuindo um importante papel na progresséo dasvddencas (DIENZ et al., 2009; ; HE et
al., 2009; LI et al.,, 2014; TOTARO et al.,, 2013; W& al.,, 2012). A presenca de
polimorfismos no gene da IL-6 tem sido objeto dsgoésas, dentre os quais o rs1800795 é
um dos mais estudadodsando identificar associacdes entre genotiposcedibilidade e
progressao de doencas pulmonares.

No grupo estudado, a predominancia era do sexanfiemie da etnia branca. Em
relacdo as doencas, a asma e a bronquite foramaiagetatadas, além disso, mais da metade
dos escolares ndo se encontram expostos ao taloadyienficou-se a ocorréncia de 12,1% do
gendtipo CC, 44,2% GC e 43,8% GG, sendo o alelod rinequente. Estas frequéncias
foram semelhantes as descritas em outras pesqwiahsadas com individuos indianos,
italianos e brasileiros (GAN et al., 2013; UBOLDELITAPEI et al., 2003; VISENTAINER et
al., 2008). Em estudo realizado no Brasil, por Gede colaboradores (2005) foi observado
qgue individuos de descendéncia europeia — alen@ssupm maior frequéncia do gendtipo
CC (19,15%) quando comparados a outras descendétniaas, como a africana (4%).

A analise do SNP rs1800795 nos grupos de escofdtesapresentou diferenca
estatisticamente significativa, assim nao foi ideatda relacéo positiva entre um genaotipo de
risco e a ocorréncia de doencas pulmonares. O pdlemo em estudo no gene da IL-6 tem
sido alvo de pesquisas em varias partes do muodwm am possivel fator determinante para
a suscetibiidade a asma, DPOC, tuberculose, pne@iame@& cancer de pulmao
(AMIRZARGAR et al., 2006; COLAKOGULLARI et al., 2@) HE et al., 2009; TRAJKOV
et al., 2008; ZIDAN et al., 2014). Em estudo readi@ com criangas egipcias por Settin e
colaboradores (2008), foi observado que aquelasstpra portadoras de asma tiveram uma
maior frequéncia do gendétipo GG.

Entre os fatores preditores de doencas pulmonam@sados, verificamos que os
escolares portadores de doenca pulmonar apresentavenaior ocorréncia de historico
familiar destas patologiasp£0,01). Conforme Willemsen e colaboradores (2008),
hereditariedade é um importante fator a ser coraide na suscetibilidade a asma,
contribuindo em 75% para a presenca da doenca. remestudo realizado com individuos
italianos, o histérico familiar de asma foi assdoiaa um risco trés vezes maior em

desenvolver a doenca e a uma porcentagem de Hefddbicorrespondente a de 92%, ou
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seja, o fator genético possui extrema relevancisuseetibilidade a doenca (FAGNANI et al.,
2008)

Nossas analises ndo mostraram resultados estatistite significativos entre a
ocorréncia de doenca pulmonar, faixa etaria, zecalar, exposicdo ao fumo e frequéncias
genotipicas. No entanto, entre os fatores ambgemé@cionados ao desenvolvimento e/ou
agravamento das doencas pulmonares, destaca-pesigéo ativa ou passiva ao tabagismo,
como um dos principais contribuintes para essasqupas. Diversos estudos tém avaliado a
influéncia da exposicdo ao tabagismo, tanto nanaégquanto na idade adulta, e encontrado
relacdo positiva desta para a suscetibilidade avagilas doencas pulmonares. Além disso,
também se observou uma reducdo da funcdo pulmonaaia incidéncia de internacdes
hospitalares de criancas expostas passivamenteran(CARROL et al., 2007; LINDBERG
et al., 2005; TABUCHI et al., 2015).

Na literatura citada anteriormente, ha divergémgianto ao efeito de cada alelo na
transcricdo e expressao da citocina, de modo @sgusas realizadas envolvendo individuos
com DPOC e asma, citam que a ocorréncia de vasiaggaéticas produziria niveis mais
baixos de IL-6 e associam essa variante com a ickgc pulmonar reduzida
(DANESHMANDI et al.,, 2012; HE et al.,, 2009). J4 m# estudos descrevem que a
ocorréncia do alelo G estaria associada a maidvessrséricos de IL-6 e, consequentemente,
a um maior risco no desenvolvimento e agravo deghse(FISHMAN et al., 1998; BONAFE
et al., 2001; PEREIRA et al., 2011). Em nosso estachnalise dos niveis médios circulantes
de IL-6 comparada aos gendtipos do SNP rs1800786segrupos com e sem doenca
pulmonar ndo demonstrou relagdo positiva, no emtardrificou-se que 0s escolares com
doenca pulmonar portadores do genétipo GG apresemtaveis menores da citocina.

Estudos demostram que a ocorréncia do polimorfisedl®800795/C interfere na
expressado da IL-6, bem como nos niveis plasmatiesta (FISHMAN et al., 1998; MORSE
et al., 1999). Deste modo, sugere-se que o alelee@a um possivel fator protetor,
contribuindo para uma resposta inflamatéria medigela IL-6 menos acentuada, ou seja,
individuos homozigéticos para este alelo teriam omalhor progndstico das doencas
inflamatorias que afetam o trato respiratério (EDHDB et al., 2006). Em oposicdo a estas
informacgdes, nossas analises demostraram que asrescportadores de doenga pulmonar e
do gendtipo GG tiveram niveis médios menores enmpaoagcao aos escolares portadores do

mesmo gendtipo e que nao tinham doenca pulmonar.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo possibilitou identificar a préwveila de 34,2% do polimorfismo
rs1800795/C no grupo de escolares estudado, bemm aguorcentagem de individuos que se
encontra exposta ao tabagismo (27,5%) e a inflaésignificativa do histérico familiar na
ocorréncia de doencas pulmonanes0(01). Além disso, ressaltamos a necessidade @& ma
estudos, envolvendo criangas e adolescentes, questijuem a relacdo entre a
susceptibilidade a estas doencas e polimorfismogesras envolvidos na resposta imune que
contribuem no processo inflamatério.

Ainda existem lacunas tanto em dados epidemiolégit@nto na busca por possiveis
marcadores preditivos de doencas pulmonares, paimcente envolvendo criancas e
adolescentes. A busca por novos diagnosticos wsadentificar fatores associados a
susceptibilidade e agravos, como o efeito de pafismos as doencas pulmonares, € de
extrema relevancia, a fim de possibilitar agbesgmgvas e diminuir morbidades e taxas de

mortalidade.
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