
 

 

 

 

 

ESCOLA DE MEDICINA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM PEDIATRIA E SAÚDE DA CRIANÇA 

DOUTORADO EM PEDIATRIA E SAÚDE DA CRIANÇA 

 

 

MAGÁLI MOCELLIN 

 

ASSOCIAÇÃO ENTRE POLIMORFISMOS DE IL-10 E  

CÉLULAS T CD4+CD25+FOXP3+ EM ESCOLARES ASMÁTICOS  

 

PORTO ALEGRE 

2018 

 



 

 

MAGÁLI MOCELLIN 

  

 

 

 

ASSOCIAÇÃO ENTRE POLIMORFISMOS DE IL-10 E  

CÉLULAS T CD4+CD25+FOXP3+ EM ESCOLARES ASMÁTICOS  

 

 

 

Tese apresentada como requisito para obtenção do 

título de Doutora em Saúde da Criança pelo Programa 

de Pós-Graduação em Pediatria e Saúde da Criança 

da Escola de Medicina da Pontifícia Universidade 

Católica do Rio Grande do Sul. 

 

Orientador: Prof. Dr. Leonardo Araújo Pinto 

Coorientadora: Profª. Drª. Ana Paula Duarte de Souza 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre 

2018



 

 

 

 

    

 

 

 

 

 



 

 

 

MAGÁLI MOCELLIN 

  

 

ASSOCIAÇÃO ENTRE POLIMORFISMOS DE IL-10 E 

 CÉLULAS T CD4+CD25+FOXP3+ EM ESCOLARES ASMÁTICOS  

 

Tese apresentada como requisito para obtenção do 

título de Doutora em Saúde da Criança pelo Programa 

de Pós-Graduação em Pediatria e Saúde da Criança 

da Escola de Medicina da Pontifícia Universidade 

Católica do Rio Grande do Sul. 

 

Orientador: Prof. Dr. Leonardo Araújo Pinto 

Coorientadora: Profª. Drª. Ana Paula Duarte de Souza 

 

Apresentada em 28 de março de 2018. 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

  _______________________________________________________ 

Prof. Dr. Cristian Roncada 

_______________________________________________________ 

Profa. Dra. Lidiane de Azeredo Leitão 

_______________________________________________________ 

Profa. Dra. Maria Teresa Vieira Sanseverino 

 

 

 

 

Porto Alegre 

2018



 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

      

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          Dedicatória 

Aos meus pais Caetano Mocellin (in memoriam) e Realda Ignez Bonatto Mocellin, pela 

vida. 

 

Ao meu esposo Paulo Renato, aos meus filhos Fernando e Henrique, meu 

agradecimento pelo amor e apoio em todos os momentos.



 

 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço, primeiramente, à Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul e 

ao Programa de Pós-Graduação em Pediatria e Saúde da Criança da PUCRS, pelo ensino de 

qualidade; 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES), pela 

bolsa concedida durante o estudo; 

Aos pacientes e seus responsáveis, por aceitarem participar deste estudo e desta forma 

contribuir para o campo da pesquisa; 

Ao professor e orientador Dr. Leonardo Araújo Pinto, meus sinceros agradecimentos 

pelos seus ensinamentos, e minha admiração por sua dedicação e conhecimento a serviço da 

saúde e do ensino; 

À professora e coorientadora Dra. Ana Paula Duarte de Souza, pelo seu imenso 

conhecimento de Imunologia, por sua dedicação e empenho; 

Ao meu amado esposo Paulo Renato Vasques Kulpa pelo amor, carinho e apoio em 

todos os momentos e aos nossos filhos Fernando e Henrique, extensão do nosso amor; 

À secretária Carla Carmo de Melo Rothmann (PPG-Pediatria), pela amizade e apoio; 

A todos os colegas do Centro Infant, pela amizade e apoio. Um agradecimento especial 

aos colegas Krist Antunes, Tiago Fazolo e Rodrigo Benedetti Gassen, por compartilharem 

seus conhecimentos na área da Imunologia. 

A todos que, de alguma forma, contribuíram para meu crescimento pessoal e 

profissional. 

                                                                                                                   Muito obrigada! 

 

 

 



 

 

 

RESUMO  

 

Introdução: a asma é a doença crônica mais frequente na infância. No Brasil, a doença 

apresenta-se com altas taxas de prevalência e de incidência, segundo dados do DATASUS. 

A inflamação e a hiperresponsividade na asma são desencadeadas por várias células do 

sistema imune nas vias aéreas. A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina anti-inflamatória e 

seus níveis estão geralmente diminuídos nos asmáticos. Alguns polimorfismos de 

nucleotídeo único (SNPs) do gene da IL-10 foram associados à asma. Além disso, a IL-10 

pode potencializar a diferenciação de células T reguladoras (Tregs). Estudos mostraram que 

um desequilíbrio no número e / ou função dessas células pode estar relacionado ao 

desenvolvimento da asma. 

Objetivos: o objetivo principal deste estudo foi avaliar a associação entre os polimorfismos 

do gene da IL-10 e a gravidade da asma em uma amostra de escolares. Como objetivos 

secundários, investigou-se a associação entre os genótipos de IL-10 e a frequência de 

linfócitos T regulatórios (Tregs) e a associação entre os genótipos da IL-10 e os níveis da 

proteína IL-10. 

Métodos: quatro polimorfismos do gene da IL-10 (rs1518111, rs3024490, rs3024496, 

rs3024491) foram genotipados em escolares asmáticos e controles de Porto Alegre (Brasil) 

utilizando PCR em tempo real. As células Tregs e os níveis da proteína IL-10 foram 

analisados em células mononucleares do sangue periférico por citometria de fluxo. A 

gravidade da asma foi definida de acordo com a diretriz do GINA. 

Resultados: cento e vinte e três escolares asmáticos e cinquenta e oito controles participaram 

do estudo. O SNP rs3024491 (alelo T) associou-se à gravidade da asma, apresentando maior 

frequência nos pacientes do grupo asma moderada. O alelo T da variante rs3024491 também 

mostrou uma associação com níveis reduzidos de IL-10 (p = 0,01) e com a frequência de 

células Tregs aumentada (p = 0,01). As outras variantes não apresentaram associações 

consistentes. 

Conclusões: nossos resultados sugerem que a asma moderada / grave está associada a uma 

maior frequência do alelo T no SNP rs3024491. Além disso, a variante rs3024491 (TT) foi 

associada a uma redução na produção de IL-10 e um aumento na porcentagem de células 

Tregs, sugerindo possíveis mecanismos que influenciam a gravidade da asma. 

Palavras-chave: asma, interleucina-10, polimorfismo, células T reguladoras. 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Introduction: asthma is the most common chronic illness in childhood. In Brazil, the 

disease presents high rates of prevalence and incidence, according to DATASUS data. 

Inflammation and hyperresponsiveness in asthma are triggered by various cells of the 

immune system in the airways. Interleukin-10 (IL-10) is an anti-inflammatory cytokine 

and its levels are generally decreased in asthmatics. Some single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) of the IL-10 gene were associated with asthma. In addition, IL-

10 may potentiate the differentiation of regulatory T cells (Tregs). Studies have shown 

that an imbalance in the number and / or function of these cells may be related to the 

development of asthma. 

Objectives: the main objective of this study was to evaluate the association between IL-

10 gene polymorphisms and asthma severity in a sample of schoolchildren. As secondary 

objectives, we investigated the association between IL-10 genotypes and the frequency 

of regulatory T lymphocytes (Tregs) and the association between IL-10 genotypes and 

IL-10 protein levels. 

Methods: four polymorphisms of the IL-10 gene (rs1518111, rs3024490, rs3024496, 

rs3024491) were genotyped in asthmatic schoolchildren and controls from Porto Alegre 

(Brazil) using real-time PCR. Tregs cells and IL-10 protein levels were analyzed in 

peripheral blood mononuclear cells by flow cytometry. Asthma severity was defined 

according to the GINA guideline. 

Results: one hundred twenty-three asthmatic schoolchildren and fifty-eight controls 

participated in the study. The SNP rs3024491 (T allele) was associated with the severity 

of asthma, presenting a higher frequency in patients in the moderate asthma group. The 

T allele of variant rs3024491 also showed an association with reduced IL-10 levels (p = 

0.01) and increased Tregs cells frequency (p = 0.01). The other variants did not present 

consistent associations. 

Conclusions: our results suggest that moderate / severe asthma is associated with a higher 

frequency of the T allele in the SNP rs3024491. In addition, the variant rs3024491 (TT) 

was associated with a reduction in IL-10 production and an increase in the percentage of 

Tregs cells, suggesting possible mechanisms that influence the severity of asthma. 

Keywords: asthma, interleukin-10, polymorphism, regulatory T cells. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A asma é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas inferiores, multifatorial 

e complexa, resultante da interação entre diferentes genes e fatores ambientais.1,2 A 

doença apresenta elevada prevalência mundial em adultos e em crianças, e ocorre tanto 

em países desenvolvidos, quanto nos países em desenvolvimento. Atualmente são, 

aproximadamente, 300 milhões de pessoas acometidas pela doença, acarretando altos 

custos aos serviços públicos de saúde. Estima-se que até 2025 poderão ser diagnosticados 

100 milhões de casos novos devido às mudanças ambientais, associadas ao 

desenvolvimento e a urbanização.3 Além do elevado custo social, a asma ocasiona 

prejuízo na frequência escolar, laboral e na qualidade de vida do doente e de seus 

familiares. Dentre os vários fatores de risco que podem estar relacionados ao 

desenvolvimento da doença e ao aumento de sua prevalência estão os estímulos 

ambientais, o estilo de vida moderno, fatores psicossociais, nutricionais, genéticos e 

epigenéticos.4 

A asma é a doença crônica mais frequente na infância e no Brasil a doença 

apresenta-se com elevadas taxas de prevalência e de incidência nesta população 

(DATASUS – www.datasus.gov.br). Um estudo de revisão usando o questionário ISAAC 

(International Study of Asthma and Allergies in Childhood), realizado por Solé e 

colaboradores5 em vários centros do país em crianças e adolescentes, mostrou que a 

prevalência média da asma ativa na população pediátrica e de adolescentes é em torno de 

24,3% e 19% respectivamente, variando entre as cidades de cada região do país. Esta 

variação da prevalência em crianças de 6-7 anos oscilou entre 16,5% a 31,2%, e, em 

adolescentes de 13-14 anos a prevalência variou entre 11,8% a 30,5%5. Outro estudo de 

2012 realizado em Porto Alegre, na região sul do país, por Roncada et al,6 mostrou que a 

prevalência da doença nesta capital é bastante alta, em torno de 20%. O estudo também 

mostrou outros dados importantíssimos: em 251 escolares da fase III do protocolo 

ISAAC, com média de idade de 10,36 ± 2,05 anos, 44,5% desta população não tinham a 

doença controlada e 71,7% dos pacientes com asma não controlada não faziam 

acompanhamento médico regular.6  
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De acordo com o guideline do GINA (www.ginasthma.org), a asma é classificada 

em 5 níveis de gravidade: intermitente, persistente leve, persistente moderada, grave e 

grave resistente à terapia. Cada nível de gravidade exige uma forma de tratamento 

específico, a fim de controlar a doença.  

A asma caracteriza-se pela inflamação e pela hiperresponsividade da via aérea, 

havendo o envolvimento de muitas células do sistema imune inato e adaptativo neste 

processo.7, 8 A doença, inicialmente, foi caracterizada como uma inflamação alérgica do 

tipo T helper 2 (Th2) com produção de citocinas como a interleucina-4 (IL-4), 

interleucina-5 (IL-5) e interleucina-13 (IL-13), imunoglobulina E (IgE) e resposta 

eosinofílica. Porém, atualmente, há evidências de que outras células, como as células 

NKT (linfócitos T natural killer) do sistema imune inato, e outras células do sistema 

imune adaptativo além das Th2, como as T helper 17 (Th17) e as T regulatórias (Tregs), 

também participam da sua patogênese, atuando sozinhas ou em conjunto.8 Devido a essa 

gama de células envolvidas, a asma apresenta manifestações clínicas de intensidade 

variada, que vão depender da gravidade da inflamação desencadeada e, como 

consequência, o grau de obstrução das vias aéreas. Esta variação nas manifestações 

clínicas também pode ser influenciada por fatores genéticos, pois muitos genes estão 

relacionados à doença, podendo influir na sua etiologia.  

As interleucinas (ILs) são proteínas produzidas por várias células que 

desempenham um importante papel na modulação da resposta imune, ativando ou 

suprimindo esta resposta, sendo consideradas citocinas pró-inflamatórias ou anti-

inflamatórias. Desequilíbrio na produção destes dois grupos de citocinas compromete a 

função adequada deste sistema.9 A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina pleiotrópica, 

ou seja, apresenta diferentes funções biológicas em diferentes tipos celulares, tendo 

importante ação anti-inflamatória e imunorreguladora. É produzida por várias células do 

sistema imune, como monócitos, macrófagos, mastócitos, neutrófilos, células dendríticas 

(CDs), linfócitos T e B,9 entre outras, sendo as células T regulatórias 1 (Tr1) uma das  

principais fonte de IL-10.10 A principal função da IL-10 é suprimir a produção de 

citocinas pró-inflamatórias, bem como quimiocinas, receptores de quimiocinas e enzimas 

inflamatórias.11 A expressão da IL-10 está frequentemente diminuída em asmáticos, 

sugerindo um importante papel desta citocina na patogênese da doença.12-14 

A IL-10 pode também potencializar a diferenciação das células T regulatórias 

(Tregs).15 As Tregs são um tipo de linfócito T CD4+ responsáveis pela manutenção do 
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equilíbrio entre a ativação e a tolerância da resposta imune, atuando na regulação de 

doenças inflamatórias como a asma.16  

Além dos fatores ambientais, fatores genéticos têm forte influência na etiologia 

da asma. Estudos com gêmeos monozigóticos e dizigóticos mostraram que a asma 

apresenta uma herdabilidade de aproximadamente 60%.17-19 Um dos fatores genéticos 

mais associados ao risco de asma são os chamados Polimorfismos de Nucleotídeo Único 

(SNPs). O polimorfismo de nucleotídeo único consiste na troca de um único nucleotídeo, 

em um determinado lócus gênico, numa frequência na população ≥ a 1%. Essa troca de 

nucleotídeo pode afetar a expressão gênica ou a função proteica. O gene da IL-10 está 

localizado no cromossomo 1q31-32, uma região genômica frequentemente associada à 

asma e a fenótipos relacionados à atopia.20, 21 Alguns polimorfismos do gene da IL-10 

foram relacionados à asma e os mais estudados estão na região promotora do gene.22-24 

Estes SNPs compreendem as variantes rs1800896 (-1082A/G), rs1800871 (-819T/C) e 

rs1800872 (-592A/C). Recentemente, um estudo realizado na Índia mostrou associação 

de dois SNPs do gene da IL-10 (rs 1800896 e rs1800871) com a asma.25  

Portanto, o objetivo principal deste estudo foi avaliar a associação entre 

polimorfismos de IL-10 e a gravidade da asma em uma amostra de escolares. Como 

objetivos secundários, investigar a associação entre genótipos de IL-10 dos pacientes 

asmáticos com a frequência de linfócitos T CD4+CD25+FoxP3+ (Tregs) e a associação 

entre os genótipos de IL-10 e os níveis da proteína IL-10 no sobrenadante de células 

mononucleares estimuladas com anticorpo anti-CD3 (anti-CD3) e anticorpo anti-CD28 

(anti-CD28). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DA ASMA E FENÓTIPOS 

 

A asma atópica é o fenótipo mais típico da asma,26 caracterizado por uma resposta 

Th2. No entanto, alguns estudos mostraram que os neutrófilos também estão aumentados 

na asma, sendo associados à asma não atópica ou não-alérgica.27,28 Há décadas a asma 

tem sido classificada em atópica e não-atópica.29 Na asma atópica clássica, os pacientes 

apresentam os sintomas da doença ainda na infância, geralmente apresentam história 

familiar e teste cutâneo positivo para alergias, níveis de IgE elevados, escarro do tipo 

eosinofílico e a resposta alérgica é mediada principalmente por citocinas do tipo Th2.7 

Pode ocorrer a ativação de mastócitos que sofrem degranulação, liberando mediadores 

pró-inflamatórios como histamina, leucotrienos e prostaglandinas. Estes pacientes 

geralmente respondem à terapia tradicional com corticoides e β-2 agonistas.  O 

tratamento profilático com corticoide inalatório diário é importante para o controle da 

doença, pois reduz a ocorrência frequente das crises, a gravidade das mesmas e a perda 

progressiva da função pulmonar. A medicação anti-inflamatória também reduz o número 

de atendimentos nas emergências, o número de hospitalizações e recupera a qualidade de 

vida do asmático, pois melhora a função pulmonar, a hiperresponsividade brônquica e 

diminui a broncoconstrição induzida pelo exercício.30  

Na asma não-atópica, os pacientes têm maior probabilidade de apresentar 

sintomatologia clínica bem semelhante aos atópicos, porém apresentam teste negativo 

para atopia, não apresentam história familiar de atopia e, geralmente, a doença manifesta-

se tardiamente. Na asma não-atópica, os pacientes frequentemente têm níveis normais de 

IgE e escarro neutrofílico. Esses pacientes podem responder melhor ao tratamento com 

antagonistas dos receptores dos leucotrienos (LTRAs) (antileucotrienos). Os leucotrienos 

(LT) são mediadores lipídicos importantes envolvidos na fisiopatologia da asma. A 

produção de LT está aumentada em torno de 5 a 10 vezes nos indivíduos com asma do 

que nos não asmáticos.31  A asma atópica e não atópica se diferenciam pelo aumento e 

normalidade nos valores de anticorpos IgE em resposta aos alérgenos do ar ambiente 

(aeroalérgenos). 
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Existe também um subgrupo de pacientes asmáticos com asma severa que 

geralmente não respondem adequadamente ao tratamento convencional, mesmo em altas 

doses. São pacientes com asma alérgica grave resistente à terapia. Estes pacientes podem 

responder melhor ao tratamento com o anticorpo monoclonal recombinante humanizado, 

o Omalizumabe® subcutâneo, um anticorpo anti-IgE.32 Este tratamento é específico para 

este tipo de fenótipo. Sendo assim, podemos dizer que os diferentes fenótipos de asma 

requerem diferentes abordagens de tratamento. 

Embora a asma seja uma patologia crônica com alta prevalência mundial, os 

estudos até o momento não proporcionaram a cura da doença. O tratamento atual proposto 

tem como objetivos principais controlar as exacerbações da doença e evitar a perda 

progressiva da função pulmonar.  

 

2.2 SISTEMA IMUNE NA ASMA 

 

Várias células do sistema imune inato e adaptativo participam da patogênese da 

asma, no qual a reposta imune adaptativa tem um papel de destaque. A resposta imune 

adaptativa é dividida em resposta humoral e resposta celular. Os linfócitos T CD4+, 

pertencente à resposta celular, podem secretar diversos tipos de citocinas, classificando-

os, posteriormente, em diferentes subtipos, com funções específicas. Inicialmente, as 

células T CD4+ ativadas foram classificadas por Mossman e Coffman33 em células T 

CD4+ do tipo helper 1 (Th1) e 2 (Th2), que diferiam uma da outra pelo padrão de citocinas 

produzidas por elas a fim de se diferenciarem em células T efetoras, com suas respectivas 

funções. A presença significativa de células Th2 nas vias aéreas de pacientes asmáticos a 

definiu como uma doença alérgica induzida por estas células.34 Posteriormente, outras 

células T CD4+ efetoras foram descobertas e estudos mostraram que as mesmas também 

estão envolvidas na patogênese da asma, como as células Th17,35,36 as células Tregs37,38 

e mais recentemente as T helper 9 (Th9),39  bem como as células Th1.40 Todos os 

fenótipos de células T CD4+ podem participar da resposta imune na asma, podendo haver 

a participação de um só tipo ou de mais de um tipo celular,8,41 evidenciando a 

complexidade das interações imunológicas na doença. Esta participação vai depender da 

resposta imune do indivíduo. Devido à população de células T CD4+ ser heterogênea, e 
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devido também à sua plasticidade, estas células podem expressar outras moléculas que 

vão caracterizá-las como outro tipo de célula T, dependendo das citocinas efetoras 

presentes no microambiente.8 Todo este contexto evidencia a complexidade da asma. 

As principais características da asma são a inflamação e a hiperresponsividade da 

via aérea, manifestadas no paciente através da sibilância, dispneia, sensação de opressão 

no peito e tosse contínua, principalmente à noite ou início da manhã. Estas características 

são decorrentes principalmente da resposta imune de citocinas Th2 (IL-3, IL-4, IL-5, IL-

9, IL-13)42. Na resposta Th2, as células T CD4+ começam a expressar o fator de 

transcrição GATA-3 e a secretar as citocinas pró-inflamatórias IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 e 

IL-13, perpetuando esta resposta. Estas citocinas apresentam inúmeras funções como 

aumentar a sobrevivência e ativação dos eosinófilos nos pulmões, induzir o linfócito B a 

fazer a mudança de classe de imunoglobulinas para IgE, provocar a hiperplasia das células 

caliciformes de Goblet, aumentando a produção de muco, e fazer o remodelamento 

tecidual das vias aéreas através da potente ação destas citocinas inflamatórias na 

musculatura lisa dos brônquios. Como resultado, o epitélio pulmonar destes pacientes 

apresenta edema significativo, hipersecreção de muco e broncoespasmo, podendo levar à 

obstrução da via aérea. Este dano no epitélio, causado pela resposta Th2, é mediado por 

eosinófilos caracterizando a asma atópica ou alérgica.26  

 

2.3 LINFÓCITOS T CD4+CD25+FOXP3+ 

 

As células Tregs, também denominadas de células T CD4+CD25+FoxP3+, são uma 

subpopulação dos linfócitos TCD4+. São células reguladoras responsáveis pela 

manutenção do equilíbrio entre a ativação e a tolerância da resposta imune.43 Sua ação 

acontece através de vários mecanismos, entre eles a produção de citocinas anti-

inflamatórias como a IL-10 e TGF-β (Fator Transformador de Crescimento beta). As 

Tregs desempenham um papel fundamental neste processo ativo de homeostase da via 

aérea, atuando no controle da resposta imune de doenças inflamatórias como a asma, não 

deixando a inflamação exacerbar. Porém, sua função pode estar alterada em pacientes 

asmáticos44. Neste contexto, alguns estudos em modelo animal mostraram o 

envolvimento das Tregs no desenvolvimento da asma alérgica.45,46 
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As Tregs podem expressar vários marcadores de superfície que podem ajudar na 

sua identificação, como CD45RB low (Cluster of Differentiation 45RB low), CD62L 

(Cluster of Differentiation 62L), CD152 (Cluster of Differentiation 152), CD357 (Cluster 

of Differentiation 357), entre outros.  No entanto, os principais marcadores de superfície 

das Tregs são CD4+ (Cluster of Differentiation 4), CD25+ (Cluster of Differentiation 25) 

e o fator de transcrição Foxp3 (Factor forkhead box P3). Até o momento, o fator de 

transcrição FoxP3 é o marcador que melhor caracteriza o fenótipo e a função da célula 

Treg.47 

O gene FoxP3 humano está localizado no braço curto do cromossomo 10 (10p11-

23). Consiste de 14 éxons e codifica uma proteína de 431 aminoácidos, também 

denominada FoxP3 (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/50943). Tanto em camundongos 

quanto em humanos, mutações neste gene causam importante desregulação do sistema 

imune, ocasionando doenças graves com óbito precoce. Em camundongos, determinam 

doenças autoimunes graves, com depleção completa das células T regulatórias. Em 

humanos, mutações neste gene causa uma doença fatal chamada de síndrome IPEX 

(Immunodeficiency Poliendocrinopathy and Enteropathy X-linked Syndrome). Esta 

síndrome acomete meninos e também se caracteriza por várias doenças autoimunes, 

levando a criança ao óbito em torno dos dois anos de idade.48 A proteína FoxP3 é um 

fator de transcrição cuja função é exercida sobre regiões reguladoras específicas dentro 

do DNA, aumentando ou suprimindo a transcrição de genes específicos. 

São conhecidas duas subpopulações de células Tregs com diferentes funções: 

célula T regulatória natural (nTreg) também denominada, segundo consenso de Abbas e 

colaboradores em 2013,49 de célula T regulatória derivada do timo (tTreg), cuja principal 

função é mediar a tolerância a antígenos próprios, e a célula T regulatória induzida (iTreg) 

ou célula T regulatória periférica (pTreg), produzida fora do timo, nos tecidos linfoides 

periféricos. A pTreg possui especificidade contra antígenos microbianos ou alérgenos 

ambientais (antígenos não-próprios). São particularmente enriquecidas no trato 

gastrointestinal e nos pulmões durante a inflamação crônica. As células pTregs 

apresentam dois subpopulações de acordo com a expressão de citocinas: as células Tr1, 

responsável pela expressão da IL-10, com ou sem produção de TGF- β, e as células T 

helper 3 (Th3), produtora de TGF-β.50  
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Tendo em vista que, além das células Th2, outros subtipos de células T CD4+ estão 

envolvidos na asma, a atuação das células Tregs tem sido intensamente investigada, tanto 

no lavado broncoalveolar (LBA), quanto no sangue destes pacientes. Estudos têm 

mostrado que há uma relação entre as Tregs e a asma e evidenciam que vários 

mecanismos podem estar envolvidos, sugerindo uma relação direta entre as Tregs e a 

asma através do aumento da frequência destas células em pacientes asmáticos quando 

comparados com os controles.37,38 No entanto, outros estudos mostraram que o número e 

a função das Tregs também podem estar diminuídos em pacientes asmáticos, quando 

comparados com indivíduos saudáveis51,52, e consequentemente falham em fazer algumas 

de suas funções como suprimir as células T efetoras e a resposta Th2.52 Na relação direta 

Treg e asma pode ocorrer aumento de Tregs nos pacientes asmáticos sem significar mais 

supressão. Raedler et al38 propõem que o aumento da frequência das células T regulatórias 

nos pacientes asmáticos, provavelmente, é devido a um mecanismo de contrabalanço da 

resposta imune, onde num ambiente  inflamado o organismo reage produzindo mais Tregs 

na tentativa de controlar a inflamação. As células Tregs são importantes na supressão da 

inflamação, mas se sua função supressora está prejudicada, a reação do sistema imune 

seria de aumentar a produção destas células. 

 

2.4 A INTERLEUCINA-10 (IL-10)  

 

A proteína codificada pelo gene da IL-10 é uma citocina com importante ação 

anti-inflamatória. Foi descrita em 1989 por Fiorentino et al sendo inicialmente 

denominada fator inibidor de síntese de citocinas (CSIF), devido sua habilidade de inibir 

a síntese de várias outras citocinas.53 Muitas células do sistema imune inato e adaptativo 

produzem IL-10, entre elas, as CDs, as células NKs, monócitos, macrófagos, neutrófilos, 

eosinófilos, células B, células T CD8+ e T CD4+ (Th1, Th2, Th17, Th22 e Tregs).9 As 

Tr1, derivadas das células pTregs, produzem altos níveis de IL-10.10 

Alguns estudos mostraram uma associação inversa entre os níveis da IL-10 e a 

asma.12-14 Borish e colaboradores mostraram que a média dos níveis de IL-10 no LBA de 

asmáticos foi menor (9pg/mL) do que nos controles (130pg/mL).12 Portanto, a deficiência 

ou redução de IL-10 pode ter um importante papel na patogênese da asma. 
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Por fim, a IL-10 possui importante ação na regulação do sistema imune e, como 

uma citocina imunossupressora, apresenta várias funções como inibir a produção de 

citocinas pró-inflamatórias, inibir a função das células apresentadoras de antígeno, 

bloqueando a maturação das CDs, regular negativamente a expressão de moléculas MHC 

de classe II (Complexo principal de histocompatibilidade de classe II) e moléculas co-

estimuladoras, suprimir os macrófagos, os monócitos e os linfócitos T.11 Em contraste a 

este efeito imunossupressor nos linfócitos T, nos linfócitos B a IL-10 melhora sua 

proliferação, sua diferenciação e a produção de anticorpos.54 Todas estas funções 

caracterizam o efeito pleiotrópico da IL-10 na asma.  

 

2.5 O GENE DA IL-10 E ESTUDOS RELACIONADOS 

 

Pelo fato da asma ser uma doença complexa envolvendo a interação de diferentes 

genes e fatores ambientais, diversos estudos de associação genética usando Genome-Wide 

Association Study (GWAS) têm sido realizados a fim de investigar a influência dos 

polimorfismos genéticos na doença. A variação na sequência de um nucleotídeo, que 

caracteriza o polimorfismo, pode levar a uma alteração na expressão do gene ou na função 

da proteína, podendo predispor um indivíduo a doenças. Esta função alterada do gene ou 

da proteína pode estar relacionada a uma maior ou menor susceptibilidade em 

desenvolver determinadas patologias, bem como influenciar os fatores que determinam 

sua gravidade (www.hapmap.org). Os polimorfismos de IL-10 estão entre essas variações 

genéticas que podem estar associados à susceptibilidade genética do indivíduo à asma. O 

gene da IL-10 está localizado no cromossomo 1q31-32, uma região associada à asma e a 

fenótipos associados à atopia.20, 21  Este gene apresenta um tamanho de 4,89 kb55 e tem 

cinco éxons e quatro íntrons. Os polimorfismos do gene da IL-10 mais estudados estão 

na região promotora do gene e compreendem os polimorfismos A-1082G (rs1800896), 

T-819C (rs3021097) e o polimorfismo A-592C (rs1800872). Essas três variantes têm sido 

associadas a modificações na expressão da IL-10.55 Três recentes metanálises22-24 

analisaram estes três polimorfismos e o risco de asma, mas os resultados não foram 

conclusivos. 

Na metanálise de 201222, 17 estudos fizerem parte da análise final (4478 asmáticos 

e 4803 controles). Os estudos foram realizados em adultos, em crianças e em adultos e 
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crianças. O grupo observou associações significativas entre os polimorfismos -1082A/G 

e -592A/C do gene da IL-10 e o risco de asma em asiáticos, caucasianos, egípcios e 

caucasianos africanos. No entanto, não houve associação significativa com o 

polimorfismo -819T/C. Na metanálise de 201323, 11 estudos fizeram parte do estudo final 

(2215 asmáticos e 2170 controles). Estes estudos foram realizados em população europeia 

e da Ásia. Esta metanálise concluiu que o polimorfismo -1082G/A do gene da IL-10 

confere susceptibilidade à asma em sujeitos adultos do leste asiático. Os polimorfismos -

592C/A e -819C/T e seus haplótipos não estavam associados à doença. Na metanálise de 

201424, 23 estudos fizeram parte da análise final (4716 asmáticos e 5093 controles). Dos 

23 estudos, 15 foram realizados em populações asiáticas, seis em caucasianos e dois 

estudos em africanos. Destes 23 estudos, 10 foram realizados em adultos, 11 estudos em 

crianças e dois estudos foram realizados em ambas as populações, adultos e crianças. Esta 

metanálise concluiu que os polimorfismos do gene promotor de IL-10 -1028A/G e -

592A/C provavelmente se correlacionam com a susceptibilidade à asma, principalmente 

em asiáticos com asma atópica. Não houve associação do polimorfismo -819T/C.  Os 

haplótipos -1082/-819/-592 podem predispor ao aumento da susceptibilidade à asma.  

Em resumo, vários estudos de associação genética foram realizados em 

populações europeias, africanas e asiáticas para examinar o papel dos polimorfismos de 

IL-10 na asma. No entanto, ainda não são bem conhecidos quais os polimorfismos 

associados ao risco de asma na população brasileira, bem como o mecanismo pelos quais 

estes polimorfismos têm um efeito no risco ou na gravidade da doença.  
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3 HIPÓTESE 

 

O gene da IL-10 está localizado numa região associada à asma. Vários estudos de 

associação genética foram realizados em diversas populações a fim de examinar o papel 

de polimorfismos do gene da IL-10 na asma. No entanto, não existem estudos de 

associação genética deste gene em amostra de escolares com desfecho em asma no Brasil. 

A nossa hipótese é de que possa existir uma associação entre polimorfismos de IL-10 e a 

gravidade de asma, bem como os níveis da proteína IL-10 e a frequência das células T 

regulatórias. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO PRINCIPAL 

 

 O objetivo deste trabalho é avaliar a associação entre polimorfismos de IL-10 e a 

gravidade da asma em uma amostra de escolares.  

 

4.2 OBJETIVOS SECUNDÁRIOS 

 

4.2.1 Investigar a associação entre os genótipos do gene da IL-10 e os níveis da 

proteína IL-10 no sobrenadante de células mononucleares estimuladas com anti-CD3 e 

anti-CD28; 

4.2.2 Investigar a associação entre genótipos de IL-10 dos pacientes asmáticos 

com a frequência de linfócitos T CD4+CD25+FoxP3+ (Tregs). 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO E TAMANHO DA AMOSTRA 

 

Este é um estudo de associação genética com delineamento de caso-controle 

aninhado. Em um estudo de associação genética, quando consideramos uma frequência 

alélica de 0,04 (40%), uma força de associação com Odds Ratio (OR) = 2, um poder de 

90% e α de 0,001, o número total estimado seria de 177 pacientes.57 Fazem parte da 

análise final deste estudo de associação genética 123 casos e 58 controles, totalizando 181 

pacientes, sendo considerado um tamanho amostral suficiente. 

 

 

5.2 SELEÇÃO DA AMOSTRA E ETAPAS DO ESTUDO 

 

Este estudo está associado ao projeto Bright, já aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa (CEP/PUCRS) sob o número 10/04978, Comissão Nacional de Ética em 

Pesquisa (CONEP) sob o número 16.083 e pela Secretaria Municipal de Saúde de Porto 

Alegre (CEP/SMS). A amostra do estudo, composta de crianças de 8 a 14 anos, foi 

selecionada em escolas públicas de Porto Alegre. O estudo foi dividido em três etapas: 1. 

Questionário ISAAC5 para avaliar a prevalência de asma; 2. Avaliação dos fenótipos e 

controle da asma através de procedimentos simples como questionário GINA - Iniciativa 

Global para a Asma (www.ginasthma.org) e teste de função pulmonar; 3. Coleta de 

sangue para avaliação de atopia com IgE específica, para estudos de marcadores 

inflamatórios e genotipagem. 

Foi utilizado o questionário ISAAC, a fim de selecionar a população de asmáticos. 

Após, as crianças diagnosticadas com a doença passaram por uma série de procedimentos 

de avaliação nas fases 2 e 3: espirometria, testes para aero-alérgenos e pesquisa de 

marcadores inflamatórios no sangue. Por último, foi realizada a genotipagem das 

amostras (casos e controles). O grupo controle era de escolares da mesma rede de ensino, 

mesma faixa etária, sem diagnóstico de asma pelo questionário ISAAC.5  
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5.3 CLASSIFICAÇÃO DE SEVERIDADE DOS PACIENTES ASMÁTICOS  

 

A severidade da asma foi definida por um médico de acordo com o guideline do 

GINA, e os sujeitos da pesquisa foram classificados em asmáticos intermitentes, 

persistentes leves, persistentes moderados, graves, graves resistentes à terapia e controles.  

 

5.4 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

 

Os critérios de inclusão para o grupo casos foram: escolares de 08 a 14 anos do 

ensino público de Porto Alegre, com diagnóstico de asma pelo questionário ISAAC, no 

período de março de 2011 a dezembro de 2012, segundo os seguintes critérios: sim para 

o diagnóstico da asma, sim para chiado nos últimos 12 meses, sim para uso de medicação 

para asma nos últimos 12 meses, ou diagnóstico para asma mais sibilos ou diagnóstico de 

asma mais medicação. Para o grupo controle foi selecionada uma amostra de escolares da 

mesma idade, do ensino público de Porto Alegre sem diagnóstico de asma no mesmo 

período, segundo os seguintes critérios: não para o diagnóstico de asma, não ter chiado 

nos últimos 12 meses, e não fazer uso de medicação para asma nos últimos 12 meses.  

 

5.5 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

 

Os critérios de exclusão foram históricos de doenças cardiovasculares ou 

condições de imunodeficiência, presença de outras doenças respiratórias crônicas, 

exacerbações recentes de asma ou rinite (nas últimas quatro semanas) e diagnóstico de 

infecção respiratória aguda ou uso de esteroides orais, nas últimas quatro semanas. 

 

 

5.6 AVALIAÇÃO DE ATOPIA 
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A atopia foi definida por IgE específica (ImmunoCAP, Pharmacia Diagnostics, 

AB, Uppsala, Suécia) para os aeroalérgenos Dermatofagoides pteronyssinus, 

Dermatofagoides farinae, poeira e Blomia tropicalis, Periplaneta americana, pelo de cão 

e gato, fungos, pólen e grama. As crianças com um nível de detecção de pelo menos 

0,35kU / L de qualquer um dos alérgenos testados foram consideradas atópicas.  

 

5.7 ESPIROMETRIA 

 

A espirometria foi realizada por profissionais treinados no Laboratório de 

Fisiologia Respiratória do Centro Infant/PUCRS. O exame foi realizado de acordo com 

as diretrizes do ERS/ATS (The European Respiratory Society/American Thoracic Society 

(https://www.thoracic.org/statements/resorces/pft/PFT1.pdf). Pelo menos três curvas 

aceitáveis de fluxo-volumes máximos reproduzíveis foram obtidas antes e após o uso de 

um broncodilatador (Salbutamol, 400 μg). Os resultados foram transformados em escores 

z de acordo com valores de referência GLI 2012 (The Global Lung Initiative 2012),  que 

se ajustam à altura, idade, etnia e sexo.58  

 

5.8 SELEÇÃO DOS POLIMORFISMOS DE IL-10  

 

Os polimorfismos de IL-10 foram inicialmente rastreados utilizando a base de 

dados do projeto Hapmap (versão 28.0), a fim de selecionar as variações genéticas mais 

frequentes descritas em populações caucasiana.59 Este projeto descreve todos os 

polimorfismos frequentes em humanos e os dados de sua frequência em diferentes etnias. 

Com o suporte desta base de dados, identificamos os SNPs rs1518111, rs3024490, 

rs3024496 e rs3024491, com frequência em populações caucasianas de 42%, 40%, 31% 

e 28%, respectivamente.  

 

PROCEDIMENTOS: 
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5.9 COLETA DE SANGUE 

 

Todas as coletas de sangue foram realizadas no Centro Infant/PUCRS por uma 

equipe de profissionais do Hospital São Lucas da PUCRS, durante as consultas 

ambulatoriais, após assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 

pelos representantes legais dos sujeitos da pesquisa e do termo de assentimento livre e 

esclarecido (TALE) pelos sujeitos da pesquisa (crianças). Foram coletados 10 mL de 

sangue periférico em tubo com o anticoagulante heparina. Após a coleta do sangue, as 

amostras foram estocadas em alíquotas e armazenadas em freezer – 20ºC, para posterior 

utilização na extração do DNA genômico (gDNA) e análise dos marcadores 

inflamatórios. 

 

5.10 EXTRAÇÃO DO gDNA 

 

Realizamos a extração do gDNA, a partir de 1 mL do sangue periférico 

previamente aliquotado, seguindo a técnica de extração fenol/clorofórmio/álcool 

isoamílico (25:24:1), já descrita60 e aprimorada no laboratório de Biologia Molecular do 

Departamento de Bioquímica da UFRGS. Basicamente, a extração consiste em uma série 

de etapas sucessivas durante três dias. No primeiro dia as células foram lisadas com água 

ultrapura seguido por repetidas centrifugações de curta duração, lavadas em DPBS 

(Sigma-Aldrich, EUA) e incubadas por 12-18 horas a 50°C em banho maria em solução 

tamponada (constituído por 2% de Tween 20, EDTA 1mM e Tris-HCl 50mM) contendo 

Proteinase K (2mg/mL, Promega, Madison,Wisconsin, USA). No segundo dia, 800µL de 

fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1) (Sigma-Aldrich, MO, EUA) foram 

adicionados à solução seguido de centrifugação a 14.000rpm. Após centrifugação, a fase 

aquosa (superior) foi coletada e incubada por 12-18 horas a -20°C em solução contendo 

20% de acetato de sódio e 70% de álcool isopropílico a fim de precipitar o gDNA. No 

terceiro e último dia, o gDNA foi centrifugado e ressuspendido em água ultrapura e 

estocado a -20 °C para posterior uso. A pureza e concentração do gDNA estimado pela 

razão entre as absorbâncias medidas a 260 e 280nm de todas as amostras foi realizada no 

aparelho BioPhotometer Plus (Eppendorf, Hamburg, GER). 
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5.11 GENOTIPAGEM 

 

A genotipagem foi realizada no Centro Infant/PUCRS, utilizando a técnica de 

Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (Real-Time PCR). Os kits de 

genotipagem foram adquiridos da Applied Biosystems (Applied Biosystems (AB) – 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e as técnicas utilizadas seguiram as 

normas do fabricante. A genotipagem foi realizada com o objetivo de identificar o 

polimorfismo de interesse. Foram utilizadas as concentrações de 0,1ng e 0,25ng de gDNA 

na reação de Real-Time PCR para identificação do SNP. A genotyping master mix, 

catálogo 4371355 (AB - ThermoFischer Scientific, Waltham, MA, EUA) e os iniciadores 

da IL-10, primer SNP genotyping assays (AB – Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

EUA), foram usados no processo de genotipagem com o suporte do equipamento 

StepOne™ Real-Time PCR System (AB – Thermo Fisher Scientific, Waltham , MA, 

EUA) e os dados obtidos da amplificação (threshold cycle- CT) foram analisados pelo 

programa StepOne (versão 2.3). O resultado foi expresso em homozigoto frequente, 

heterozigoto, homozigoto raro ou indeterminado. Os indeterminados foram excluídos do 

estudo. 

 

5.12 ANÁLISE DA FREQUÊNCIA DAS CÉLULAS T REGULATÓRIAS E 

PRODUÇÃO DA IL-10 

 

As células mononucleares do sangue periférico foram purificadas a partir dos nove 

mL restantes da coleta utilizando gradiente de separação Histopaque-1077 (Sigma- 

Aldrich, MO, EUA) e congeladas a -80°C. Após o descongelamento, 2x105 células foram 

marcadas com anticorpos anti-CD4 PE Cy7 (clone SK3 - BD Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ, EUA) e anticorpos anti-CD25 da APC H7 (clone M-A251 - BD Biosciences, 

Franklin Lakes, NJ, EUA) durante 30 min. As células foram permeabilizadas utilizando 

tampão FoxP3 (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA) e depois marcadas com 

anticorpo anti-FoxP3 Alexa Fluor®488 (clone 259d / C7, BD Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ, EUA) durante 20 min em temperatura ambiente. Após, as células foram 
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analisadas por citometria de fluxo (FACS Canto II, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, 

EUA) e os dados foram analisados com o software Flow Jo (Tree Star, Ashland, Oregon, 

EUA). Os linfócitos foram analisados por dispersão para a presença do fator de 

transcrição para células Tregs. Os anticorpos de controle de isotipo foram usados para 

excluir as células não marcadas especificamente. Para análise da produção da IL-10, 

células mononucleares do sangue periférico foram purificadas e cultivadas com anticorpo 

anti-CD3 e anti-CD28 por 24h e o sobrenadante foi recolhido e analisado por citometria 

de fluxo. 

 

5.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para fins estatísticos, as variáveis quantitativas foram avaliadas através do teste 

de Kolmogorov-Smirnov. Os dados que apresentaram distribuição normal foram 

apresentados em média e desvio-padrão e os dados assimétricos, em mediana e intervalo 

interquartílico. Já as variáveis qualitativas foram expressas em frequência absoluta e 

relativa. A comparação entre os dados quantitativos foi realizada pelo teste t 

de Student para amostras independentes ou pelo teste U de Mann-Whitney. A comparação 

entre as variáveis categóricas foi realizada pelo teste de qui-quadrado de Pearson. Para 

análise da expressão das células Tregs e produção da IL-10 foi usado o programa 

GraphPad Prism 5 (San Diego, CA, EUA). As demais análises e o processamento dos 

dados foram realizados com o programa SPSS versão 18,0 (SPSS Inc., EUA). As 

diferenças foram consideradas significativas quando p < 0,05. 

 

5.14 ASPECTOS ÉTICOS 

 

A assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtida 

junto ao responsável legal da criança. O responsável autorizou a participação do paciente 

antes de qualquer procedimento. A assinatura do termo de assentimento livre e 

esclarecido (TALE) foi obtida junto aos participantes da pesquisa. A identidade de todos 

os participantes da pesquisa foi mantida em sigilo. A pesquisa foi iniciada após a 
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avaliação e aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital São Lucas da PUCRS 

(casos) e da Secretaria Municipal de Saúde (controles).   
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6 CONCLUSÕES 

 

A asma é uma doença heterogênea e complexa e os mecanismos relacionados à 

sua patogênese ainda não são bem compreendidos. Vários estudos têm sido realizados 

buscando um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos. O conhecimento de 

polimorfismos genéticos de IL-10 pode ser um dos mecanismos relacionados à variação 

na gravidade da asma e sua associação com desfechos na doença pode ter grande 

relevância clínica, podendo direcionar as estratégias terapêuticas específicas para os 

pacientes. Os nossos resultados sugerem que a asma moderada está associada com uma 

frequência maior do alelo T no SNP rs3024491. Este dado está de acordo com o resultado 

da análise do modelo dominante, que mostra que o alelo T desta variante está associado 

com uma redução na produção de IL-10, elevada frequência de asma moderada e 

consequente aumento na frequência das células Tregs. Entretanto, há necessidade de mais 

estudos, em diversas populações, com o objetivo de ampliar o conhecimento da via IL-

10 – Treg - asma. 
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ASSOCIAÇÃO ENTRE POLIMORFISMOS DE IL-10 E CÉLULAS T 

CD4+CD25+FOXP3+ EM ESCOLARES ASMÁTICOS  

 

 

RESUMO 

 

Introdução: a asma apresenta elevada prevalência na população infantil brasileira. 

Fatores genéticos e imunológicos podem estar associados a sua gravidade. A interleucina-

10 (IL-10) é uma citocina anti-inflamatória e seus níveis estão frequentemente diminuídos 

nos asmáticos.  

Objetivos: avaliar a associação entre polimorfismos do gene da IL-10 e a gravidade da 

asma em uma amostra de escolares, e a associação entre genótipos de IL-10 dos pacientes 

asmáticos com a expressão da citocina e de linfócitos T regulatórios (Tregs). 

Métodos: quatro polimorfismos do gene da IL-10 (rs1518111, rs3024490, rs3024496, 

rs3024491) foram genotipados em escolares da rede pública de Porto Alegre/Brasil, 

usando Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (Real-Time PCR). Células 

mononucleares do sangue periférico foram analisadas por citometria de fluxo para a 

frequência das células Tregs e produção da IL-10. 

Resultados: 123 escolares asmáticos e 58 controles participaram do estudo. O SNP 

rs3024491 (T) demostrou associação com a gravidade da asma, apresentando frequência 

maior nos pacientes do grupo asma moderada (p=0,042). O alelo T da variante rs3024491 

apresentou também uma associação com níveis reduzidos da IL-10 (p=0,01) e com o 

aumento da frequência das células Tregs (p=0,01). As outras variantes não apresentaram 

associações consistentes. 

Conclusão: nossos resultados sugerem que a asma moderada está associada com uma 

frequência maior do alelo T no SNP rs3024491. Além disso, a variante rs3024491(TT) 

foi associada com uma redução na produção de IL-10 e aumento na frequência das Tregs, 

sugerindo possíveis mecanismos de ação das variantes genéticas sobre o risco e a 

gravidade da asma. 

Palavras-chave: asma, polimorfismo, interleucina-10, células T regulatórias. 
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ABSTRACT  

  

Introduction: asthma has a high prevalence in the Brazilian child population. Genetic 

and immunological factors may be associated with its severity. Interleukin-10 (IL-10) is 

an anti-inflammatory cytokine and its levels are often decreased in asthmatics.  

Objectives: to assess the association between IL-10 gene polymorphisms and asthma 

severity in a sample of schoolchildren, and the association between IL-10 genotypes of 

asthmatic patients with cytokine expression and regulatory T lymphocytes (Tregs). 

Methods: four polymorphisms of the IL-10 gene (rs1518111, rs3024490, rs3024496, 

rs3024491) were genotyped in public school students in Porto Alegre (Brazil), using 

Real-Time PCR. Peripheral blood mononuclear cells were analyzed by flow cytometry 

for Tregs frequency and IL-10 production. 

Results: 123 asthmatic schoolchildren and 58 controls participated in the study. The SNP 

rs3024491 (T) showed association with asthma severity, presenting a higher frequency in 

patients in the moderate asthma group (p=0.042). The T allele of variant rs3024491 also 

showed an association with reduced IL-10 levels (p=0.01) and with increased Tregs cell 

frequency (p=0.01). The other variants did not present consistent associations. 

Conclusions: our results suggest that moderate asthma is associated with a higher 

frequency of the T allele in the SNP rs3024491. In addition, the variant rs3024491 (TT) 

was associated with a reduction in IL-10 production and increased Treg frequency, 

suggesting possible mechanisms of action of the genetic variants on the risk and severity 

of asthma. 

Keywords: asthma, polymorphism, interleukin-10, regulatory T cells. 
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INTRODUÇÃO 

 

A asma é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas inferiores, 

extremamente complexa, multifatorial e poligênica. A doença ocorre tanto em adultos 

quanto em crianças, em todos os níveis sociais. Mundialmente são aproximadamente 300 

milhões de pessoas acometidas, com importante impacto psicológico, social e econômico, 

evidenciando um grave problema de saúde pública. Estima-se que em 2025 haverá 100 

milhões de novos casos de asma no mundo.1 É a doença crônica mais comum na infância 

e o aumento da sua prevalência nas últimas décadas é expressivo nesta população. 

Geralmente, a manifestação da doença acontece na idade escolar.2 

 A etiologia da asma é multifatorial e é resultante da interação entre os diversos 

fatores ambientais e a predisposição genética.3,4 Estudos com gêmeos mono/dizigóticos 

mostraram que a asma apresenta uma herdabilidade de aproximadamente 60%.5-7  

Citocinas inflamatórias, produzidas por células Th2, têm um importante papel na 

inflamação crônica, na hiperresponsividade e na obstrução reversível da via aérea. No 

entanto, outros subtipos de células TCD4+ também estão envolvidos na sua patogênese8, 

associados a diversos genes, evidenciando a complexidade da doença. A interleucina-10 

(IL-10) é uma importante citocina anti-inflamatória pleiotrópica, produzida por várias 

células do sistema imune inato e adaptativo como os monócitos, macrófagos, células 

dendríticas, linfócitos T e B, entre outras9, sendo os linfócitos T CD4+CD25+FoxP3+ 

(Tregs) uma das principais fontes da IL-10.10 Esta citocina tem marcante papel 

imunorregulador, modulando a expressão de outras citocinas, mediadores solúveis e 

moléculas de superfície celular, sendo capaz de influenciar respostas imunes e 

inflamatórias.10 A principal função da IL-10 é inibir a produção de várias citocinas e 

quimiocinas, receptores de quimiocinas e enzimas inflamatórias.11 Em contraste a este 

efeito imunossupressor que a IL-10 causa nos linfócitos T, nos linfócitos B ela melhora 

sua proliferação, diferenciação e a produção de anticorpos.10 

De acordo com o guideline do GINA – Iniciativa Global para a Asma 

(www.ginasthma.org), a asma apresenta cinco níveis de gravidade: intermitente, 

persistente leve, persistente moderada, grave e grave resistente à terapia. A avaliação da 

gravidade da asma é feita pelo médico de acordo com a frequência e intensidade dos 
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sintomas, bem como de acordo com a dose necessária de medicação para controlar a 

doença e também pelo teste da função pulmonar (espirometria).  

Borish et al12 mostrou uma inversa associação entre a gravidade da asma e a 

concentração de IL-10 no lavado broncoalveolar (LBA). A média da concentração de IL-

10 no LBA de asmáticos era menor do que nos controles saudáveis.  Os pacientes com 

asma atópica, quando comparados com não-atópicos, tinham concentração de IL-10 

diminuída no LBA, como resultado da inibição da transcrição mRNA. A redução de IL-

10 na asma pode causar secreção elevada e continuada de citocinas pró-inflamatórias, 

contribuindo para a inflamação da via aérea. Além disso, a IL-10 pode potencializar a 

diferenciação das células T regulatórias (Tregs).13  As Tregs são um subtipo de linfócito 

T CD4+ responsáveis pela manutenção do equilíbrio entre a ativação e a tolerância da 

resposta imune, atuando na regulação de doenças inflamatórias como a asma. Alguns 

estudos têm mostrado alterações no número e na função das Tregs na asma.14-18 

O gene da IL-10 está localizado no cromossomo 1q31-32, uma região associada à 

suscetibilidade para asma e a fenótipos relacionados à atopia.19 Alguns polimorfismos do 

gene da IL-10 foram relacionados à doença e os mais estudados estão na região promotora 

do gene.20-22 Compreendem as variantes rs1800896 (-1082A/G), rs1800871 (-819T/C) e 

rs1800872 (-592A/C). Estes SNPs apresentam desequilíbrio de ligação (DL) com outros 

polimorfismos do gene e têm sido relatados por regular a expressão da IL-10.22 

Assim, os objetivos deste estudo foram avaliar a associação entre polimorfismos 

de IL-10 e a gravidade da asma em uma amostra de escolares, investigar a associação 

entre genótipos de IL-10 dos pacientes asmáticos com a frequência de linfócitos T 

CD4+CD25+FoxP3+ (Tregs) e investigar a associação entre genótipos de IL-10 dos 

pacientes asmáticos com os níveis da proteína IL-10. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Delineamento e amostra 

 Este é um estudo de associação genética com delineamento de caso-controle 

aninhado (nested case-control). Este estudo está associado ao projeto Bright, já aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP/PUCRS) sob o número 10/04978. 
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 A amostra do estudo foi composta por escolares de 8 a 14 anos de escolas públicas 

de Porto Alegre/RS. O estudo foi dividido em três etapas: 1. Questionário ISAAC para 

avaliar a prevalência de asma; 2. Avaliação dos fenótipos e controle da gravidade da asma 

através de procedimentos simples como questionário GINA e teste de função pulmonar; 

3. Coleta de sangue para avaliação de atopia com IgE específica, para análise de 

marcadores inflamatórios e para estudos de genotipagem. 

Foi usado o questionário ISAAC, a fim de selecionar a população de asmáticos. 

Após, as crianças diagnosticadas com a doença passaram por uma série de procedimentos 

de avaliação nas fases 2 e 3: espirometria, testes para aero-alérgenos (Dermatophagoides 

pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Periplaneta americana, poeira e Blomia 

tropicalis, pólen, pelo de gato e de cachorro, gramínea e fungos) e pesquisa de marcadores 

inflamatórios no sangue. Por último, foi realizada a genotipagem das amostras (casos e 

controles). O grupo controle era de escolares da mesma rede de ensino, sem diagnóstico 

de asma pelo questionário ISAAC.  

A severidade da asma foi definida por um médico de acordo com o guideline da 

GINA e os sujeitos da pesquisa foram classificados em asmáticos (intermitentes, 

persistentes leves, persistentes moderados) e controles. 

 

Critérios de inclusão e exclusão 

 

Os critérios de inclusão para o grupo casos foram: escolares de 08 a 14 anos do 

ensino público de Porto Alegre/RS com diagnóstico de asma pelo questionário ISAAC, 

no período de março de 2011 a dezembro de 2012, segundo os seguintes critérios: sim 

para o diagnóstico da asma, sim para chiado nos últimos 12 meses, sim para uso de 

medicação para asma nos últimos 12 meses, ou diagnóstico para asma mais sibilos ou 

diagnóstico de asma mais medicação. Para o grupo controle foi selecionada uma amostra 

de escolares da mesma idade, da mesma rede de ensino público de Porto Alegre/RS sem 

diagnóstico de asma no mesmo período, segundo os seguintes critérios: não para o 

diagnóstico de asma, não ter chiado nos últimos 12 meses, e não fazer uso de medicação 

para asma nos últimos 12 meses. Os critérios de exclusão compreenderam históricos de 

doenças cardiovasculares ou condições de imunodeficiência, presença de outras doenças 
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respiratórias crônicas, exacerbações recentes de asma ou rinite e diagnóstico de uma 

infecção respiratória aguda ou uso de esteroides orais nas últimas quatro semanas. 

 

Avaliação da atopia e função pulmonar 

  

A atopia foi definida por IgE específica (ImmunoCAP, Pharmacia Diagnostics, 

AB, Uppsala, Suécia) para os aeroalérgenos Dermatofagoides pteronyssinus, 

Dermatofagoides farinae, poeira e Blomia tropicalis, Periplaneta americana, pelo de cão 

e gato, fungos, pólen e grama. As crianças com um nível de detecção de pelo menos 

0,35kU / L de qualquer um dos alérgenos testados foram consideradas atópicas.  

A espirometria foi realizada por profissionais treinados no Laboratório de 

Fisiologia Respiratória do Centro Infant/PUCRS. O exame foi realizado de acordo com 

as diretrizes do ERS/ATS (https://www.thoracic.org/statements/resorces/pft/PFT1.pdf). 

Pelo menos três curvas aceitáveis de fluxo-volumes máximos reproduzíveis foram obtidas 

antes e após o uso de um broncodilatador (Salbutamol, 400 μg). Os resultados das 

variáveis volume expiratório forçado no 1º segundo (VEF1), capacidade vital forçada 

(CVF), índice de Tiffenou (VEF1/CVF) e fluxo expiratório forçado entre 25% e 75% (FEF 

25%-75%) foram transformados em escores z de acordo com valores de referência da 

iniciativa global da função pulmonar (GLI 2012), que se ajustam à altura, idade, etnia e 

sexo.24 

 

Seleção dos polimorfismos de IL-10 

 

Os polimorfismos de IL-10 foram inicialmente rastreados utilizando a base de 

dados do projeto HapMap (versão 28.0), a fim de selecionar as variações genéticas mais 

frequentes descritas em populações caucasianas.25 Com o suporte desta base de dados, 

identificamos os SNPs rs1518111, rs3024490, rs3024496 e rs3024491, com frequência 

alélica em populações caucasianas de 42%, 40%, 31%, 28%, respectivamente.  

 

Aspectos Éticos 
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A assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtida 

junto ao responsável legal da criança. O responsável autorizou a participação do paciente 

antes de qualquer procedimento. A assinatura do termo de assentimento livre e 

esclarecido (TALE) foi obtida junto aos participantes da pesquisa. A identidade de todos 

os participantes da pesquisa foi mantida em sigilo. A pesquisa foi iniciada após a 

avaliação e aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital São Lucas da PUCRS 

e da Secretaria Municipal de Saúde (controles).   

 

Coleta de sangue para extração do gDNA 

 

As coletas de sangue foram realizadas no Centro Infant/PUCRS por uma equipe 

de profissionais do Hospital São Lucas da PUCRS, durante as consultas ambulatoriais, 

após assinatura do TCLE de seus representantes legais. Foram coletados 10 mL de sangue 

de cada participante do estudo. Alíquotas de 1 mL foram estocadas  e armazenadas em 

freezer – 20ºC, para posterior utilização na extração do DNA genômico (gDNA), 

seguindo a técnica de extração fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1), já descrita26 

e aprimorada no laboratório de Biologia Molecular do Departamento de Bioquímica da 

UFRGS.  

 

Genotipagem 

 

A genotipagem das amostras foi realizada no Centro Infant/PUCRS, utilizando a 

técnica de Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (Real-Time PCR) -  

(TaqMan - Applied Biosystems (AB) – Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), 

seguindo as normas do fabricante. A genotipagem foi realizada com o objetivo de 

identificar os polimorfismos de interesse. Foram utilizadas as concentrações de 0,1ng e 

0,25ng de gDNA na reação de PCR em tempo real para identificação dos SNPs. A 

genotyping master mix, catálogo 4371355 (AB, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

EUA) e os iniciadores da IL-10, primer SNP genotyping assays (AB, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EUA), foram usados no processo de genotipagem com o 
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suporte do equipamento StepOne™ Real-Time PCR System (AB, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EUA). Os dados obtidos da amplificação (threshold cycle- CT) 

foram analisados pelo programa StepOne (versão 2.3). O resultado foi expresso em 

homozigoto frequente, heterozigoto, homozigoto raro ou indeterminado. Os 

indeterminados foram excluídos do estudo. 

 

Análise da frequência das células T regulatórias e produção da IL-10 

 

Para análise da frequência das células T regulatórias, as células mononucleares do 

sangue periférico foram purificadas a partir dos nove mL restantes da coleta utilizando 

gradiente de separação Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, MO, EUA) e congeladas a -80 

° C. Após o descongelamento, 2x105 células foram marcadas com anticorpos anti-CD4 

PE Cy7 (clone SK3 - BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA) e anticorpos anti-CD25 

da APC H7 (clone M-A251 - BD Biosciences, NJ, EUA) durante 30 min. As células 

foram permeabilizadas utilizando tampão FoxP3 (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, 

EUA) e depois marcadas com anticorpo anti-FoxP3 Alexa Fluor®488 (clone 259d / C7, 

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA) durante 20 min em temperatura ambiente. 

Após, as células foram analisadas por citometria de fluxo (FACS Canto II, BD 

Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA) e os dados foram analisados com o software Flow 

Jo (Tree Star, Ashland, OR, EUA). Os linfócitos foram analisados por dispersão para a 

presença do fator de transcrição para células Tregs. Os anticorpos de controle de isotipo 

foram usados para excluir as células não marcadas especificamente. Para análise da 

produção da IL-10, células mononucleares do sangue periférico foram purificadas e 

cultivadas com anticorpo anti-CD3 e anti-CD28 por 24h e o sobrenadante foi recolhido e 

analisado por citometria de fluxo. 
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RESULTADOS 

 

Neste estudo de associação genética foram incluídos 123 casos e 72 controles, 

totalizando 195 pacientes com amostras de DNA disponíveis. A taxa de sucesso da 

genotipagem foi de 92,82% (181/195). Assim, participaram da análise final deste estudo 

123 casos e 58 controles (Figura 1). Não houve diferença significativa entre os grupos 

quanto as variáveis idade, sexo, peso ao nascimento VEF1 e CVF (Tabela 1). Pacientes 

com asma apresentaram atopia com maior frequência (75,6% vs 54,4%, p = 0,004) e 

redução de algumas funções pulmonares, como VEF1/CVF (-0,50 ± 0,91 vs -0,13 ± 0,70, 

p = 0,013) e FEF25% -75 % (-0,43 ± 1,06 vs -0,00 ± 0,91, p = 0,015). Os pacientes com 

asma também apresentaram maior frequência do marcador FoxP3+ nas células T CD4+ e 

CD25+, apresentando uma mediana de CD4+ CD25+ Foxp3+ de 1,38 (0,39-3,25) em 

comparação aos controles 0,25 (0,02-0,52); p <0,0001 (Tabela 1). 

Quatro SNPs comuns da IL-10 (rs1518111, rs3024490, rs3024496 e rs3024491) 

foram selecionados para genotipagem (Figura 2). As frequências dos alelos raros para 

cada SNP foram de 38,6%; (Alelo A, rs1518111), 40,6% (alelo G, rs3024490), 29,8% 

(alelo T, rs3024496), 27,4% (alelo G, rs3024491) (Tabela 2). Os SNPs selecionados estão 

em LD com outros polimorfismos do gene e representam uma grande parte das variações 

do loci (Figura 3). 

O SNP IL-10 rs3024491 mostrou uma tendência de associação com a gravidade 

da asma quando avaliado pela frequência em pacientes com asma moderada, asma leve e 

controles (Fig. 4). No entanto, quando analisamos pacientes asmáticos leves e controles 

versus asma moderada/grave, o SNP IL-10 rs3024491 mostrou uma associação 

significativa com a gravidade da asma, apresentando uma maior frequência de alelo T em 

pacientes do grupo com asma moderada versus controles leves (71 4% vs. 48,5%, p = 

0,042). 

Na análise do modelo dominante, o genótipo TT (rs3024491) mostrou estar 

associado a uma redução nos níveis da IL-10; p = 0,01 (Figura 4a). Nesse mesmo modelo, 

o genótipo TT da variante rs3024491 mostrou-se mais frequente em pacientes com asma 

mais grave (71,4%), demonstrando uma tendência de associação com a gravidade da 

doença; p=0,068 (Figura 4b).  Por fim, o mesmo genótipo rs3024491 TT também 
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demonstrou associação com o aumento da frequência de células T reguladoras; p = 0,01 

(Figura 4c). A variante rs3024496 mostrou uma associação apenas com o aumento da 

frequência de células Tregs no alelo C (p = 0,01). Os demais SNPs não apresentaram 

resultados significativos com os desfechos avaliados.  

 

DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, a variante rs3024491 do gene da IL-10 apresentou os resultados de 

associação mais importantes. O alelo T da variante rs3024491 do gene da IL-10 mostrou 

associação com a gravidade da asma, apresentando frequência maior nos pacientes do 

grupo asma moderada versus asma leve/controles. O genótipo TT também está associado 

a uma menor produção de IL-10 (Figura 4a), mostrando que este polimorfismo 

(rs3024491) pode influenciar na produção da proteína. Além da associação com a 

gravidade da asma (Figura 4b), este polimorfismo também demonstrou influenciar a 

frequência das células Tregs (Figura 4c). Raedler et al também encontrou aumento da 

frequência das células Tregs em asmáticos atópicos comparados com os controles 

saudáveis. Este aumento da frequência das células Tregs nos pacientes asmáticos, 

provavelmente, é devido a um mecanismo de contrabalanço da resposta imune, onde num 

ambiente inflamado o organismo reage produzindo mais Tregs para contrabalançar ou 

conter a inflamação.17  

Os polimorfismos da IL-10 têm sido amplamente estudados em várias doenças. Já 

foram descritas associações destas três variantes do gene da IL-10 com artrite 

reumatoide27, lúpus eritematoso sistêmico28, doença de Crohn29, 30 e psoríase.31 Alguns 

estudos identificaram associação entre polimorfismos do gene da IL-10 e o risco de asma, 

mas os resultados não foram conclusios. Três recentes metanálises20-22 analisaram 

polimorfismos na região promotora do gene da IL-10 (-1082/-592/-819) e o risco de asma. 

Nie W et al20  avaliaram 17 estudos (4478 asmáticos e 4803 controles) e observou 

associações significativas entre os polimorfismos -1082A/G e -592A/C do gene da IL-10 

e o risco de asma em asiáticos, caucasianos, egípcios. Os indivíduos portadores da 

homozigose AA (-1082A/G, em LD com rs3024491) tinham um aumento de 27% no 

risco da doença. Portadores do alelo A no polimorfismo -592A/C também tiveram um 

aumento no risco de asma (17%). No entanto, não houve associação significativa com o 
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polimorfismo -819T/C. Hyun M-H et al21, avaliaram 11 estudos (2215 asmáticos e 2170 

controles). Três destes estudos foram realizados em população europeia, três em 

população do leste asiático, quatro em população do oeste asiático e um estudo foi 

realizado com indianos. Quatro estudos foram realizados somente com crianças, três 

somente com adultos e quatro incluíram crianças e adultos. Esta metanálise demostrou 

novamente que o polimorfismo -1082G/A confere susceptibilidade à asma em sujeitos 

adultos do leste asiático. Os polimorfismos -592C/A e -819C/T e seus haplótipos não 

estavam associados à doença.  

Na metanálise de Zheng XY et al22, foram avaliados 23 estudos (4716 asmáticos 

e 5093 controles). Dos 23 estudos, 15 foram realizados em populações asiáticas, seis em 

caucasianos e dois estudos em africanos. Dez estudos foram realizados em adultos, 11 

estudos em crianças e dois estudos foram realizados em ambas as populações, adultos e 

crianças. Esta metanálise concluiu que os polimorfismos da região promotora de IL-10 -

1028A/G e -592A/C provavelmente se correlacionam com a susceptibilidade à asma, 

principalmente em asiáticos com asma atópica.  

Interessantemente, existe associação de LD entre os polimorfismos da região 

promotora e as variantes avaliadas em nosso estudo (especialmente -1082A e 

rs3024491T). O gene da IL-10 é altamente polimórfico e vários polimorfismos próximos 

ou dentro dele podem influenciar os níveis de transcrição de mRNA, codificando para a 

proteína.32 A variante rs3024491 mostrou estar aproximadamente 100% em LD com a 

variante da região promotora, rs1800896 (-1082A/G), do gene da IL-1033 Logo, os alelos 

raros são herdados juntos e por isso representam o mesmo efeito. Dessa forma, pode-se 

suspeitar que apenas um deles seja o causador do efeito final, mas a associação entre eles 

e a asma é exatamente a mesma, conforme resultados apresentados. 

A maioria dos estudos de associação genética foi realizada com as variantes da 

região promotora do gene da IL-10. No nosso estudo utilizamos quatro SNPs do gene da 

IL-10 que tinham MAF alto e que estavam distribuídos ao longo da estrutura do gene 

(Fig. 2). Alguns deles (especialmente rs3024491) estão em LD com os SNPs da região 

promotora da IL-10. 

Este estudo apresentou algumas limitações a serem descritas, sendo o tamanho da 

amostra a mais importante. Entretanto, a consistência dos resultados de associações 

encontrados em diversos níveis (genética, expressão IL-10, Tregs e fenótipo) demostram 
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a força e provável impacto do resultado, apesar da amostra pequena para um estudo de 

associação genética. Outra limitação é que não tivemos pacientes com asma grave na 

amostra, no qual poderiam contribuir nos resultados. Tivemos somente pacientes com 

asma intermitente, persistente leve e persistente moderada. Outra possível limitação é que 

as análises das células Tregs foram realizadas somente em sangue periférico. O ideal seria 

colher amostras diretamente no sítio da inflamação, no LBA ou através de biópsia 

brônquica. No entanto, este tipo de amostra exige um procedimento invasivo, o que 

geralmente é vetado pelos comitês de ética em estudos com crianças.  

Em conclusão, o conhecimento de polimorfismos genéticos de IL-10 pode ser um 

dos mecanismos relacionados à variação na gravidade da asma. A sua associação com 

desfechos na asma pode ter grande relevância clínica, podendo direcionar as estratégias 

terapêuticas específicas para os pacientes. Os nossos resultados sugerem que a asma 

moderada está associada com uma frequência maior do alelo T no SNP rs3024491. Este 

dado está de acordo com o resultado da análise do modelo dominante, que mostra que o 

alelo T desta variante está associado com uma redução na produção de IL-10, elevada 

frequência de asma moderada e consequente aumento da frequência das células Tregs.  

Entretanto, há a necessidade de mais estudos de associação genética em diversas 

populações, com o objetivo de ampliar o conhecimento nesta área. Dessa forma, a IL-10 

pode ser considerada um alvo para estudos de intervenção em pacientes com asma. 
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TABELAS/FIGURAS 

 

 

Figura 1. Fluxograma com a amostra inicial e final do estudo.  
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Tabela 1 – Dados descritivos da amostra comparando o grupo de estudo versus o grupo 

controle.  

   Variáveis 
Asma 

(n =123) 

Controles 

(n = 58) 
p 

 

     Idade, anos 11.17±1.09 11.28±1.24 0.537 
 

Sexo masculino, n (%) 63 (51.2) 27 (46.6) 0.558 
 

Peso ao nascimento, g 3.40±0.57 3.29±0.45 0.228 
 

Atopia, n (%) 90 (75.6) 31 (54.4) 0.004* 
 

VEF1, escore Z 
† -0.01±1.06 -0.02±0.94 0.953 

 

CVF, escore Z ‡ 0.29±1.09 0.01±0.98 0.121 
 

VEF1/CVF,  escore Z § -0.50±0.91 -0.13±0.70 0.013** 
 

FEF25-75%,  escore Z ¶ -0.43±1.06 -0.00±0.91 0.015** 
 

CD4+CD25+FoxP3+, (% of 

cells) 
1.38 (0.39 – 3.25) 0.25 (0.02– 0.52) <0.0001*** 

 

†VEF1: volume expiratório forçado no primeiro segundo; ‡CVF: capacidade vital forçada; §VEF1 / CVF: 

índice de Tiffenou; ¶FEF (25-75%): fluxo expiratório forçado entre 25 and 75%; *teste qui-quadrado 

(absoluto e relativo); ** Teste t de Student (média±DP); ***Teste U de Mann-Whitney (mediana e intervalo 

interquartil). 
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Tabela 2 - Variantes do gene da IL-10 incluídas no estudo. 

 Legenda: MAF: Minor allele frequency  

 

 

 

 

 

 

 

 

SNP 
Posição no 

cromossomo 

Localização no 

gene 
Alelo 

MAF 

(HapMap) 

MAF 

(Amostra) 

 

rs1518111 

 

 

206944645 

 

Íntron 1 

 

A/G 

 

0,42 

 

38,62 % (A) 

rs3024490 

 

206945311 Íntron 1 G/T 0,40 40,65% (G) 

rs3024496 

 

206941864 Exon 5 C/T 0,31 29,83% (T) 

rs3024491 206771701 Íntron 2 G/T 0,28 27,45% (G) 
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     Figura 2. Localização dos SNPs do estudo no gene da IL-10. 
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Fonte: Figueiredo et al, JACI, 2012 

Figura 3. Pairwise Linkage disequilibrium no Haploview usando a estatística R’ ao quadrado 

para o gene da IL-10. A intensidade do sombreamento indica o grau de confiança no valor R’. 

Os quadrados sólidos escuros indicam R’=1.  O SNP rs3024491 está, aproximadamente, 100% 

em LD com o SNP 1800896 da região promotora do gene da IL-10. 
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Figura 4. Associação entre o SNP rs3024491 do gene da IL-10 e os níveis da proteína IL-10 (a), gravidade 

da asma (b) e frequência de Tregs (c). Legenda: Genótipo TT, genótipo TG, genótipo GG. 

 

 

 

 

 

 

 


