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APRESENTAÇÃO

No último século, as condições de vida e saúde têm melhorado de forma contínua 
e sustentada devido aos progressos políticos, econômicos, sociais e ambientais, além de 
grandes avanços na saúde pública. Na primeira conferência internacional sobre promoção 
da saúde em 1986 foi elaborada a carta de Ottawa que descrevia a promoção da saúde 
como processo de capacitação da comunidade para atuar na melhoria da sua qualidade de 
vida e saúde, incluindo uma maior participação no controle deste processo.

A promoção da saúde representa uma estratégia promissora para enfrentar os 
múltiplos problemas de saúde que afetam a população. Neste contexto, propõe uma 
concepção ampla do processo saúde-doença e de seus determinantes, a articulação dos 
saberes técnicos e populares, além da mobilização de recursos institucionais e comunitários, 
públicos ou privados com o intuito de enfrentar e promover a resolução destas dificuldades 
no âmbito da saúde.

A obra “Promoção da saúde e qualidade de vida” da Atena Editora está dividida 
em dois volumes. O volume 3 está constituído em 20 artigos técnicos e científicos que 
destacam pesquisas principalmente na esfera pública do Sistema Único de Saúde em 
todos os ciclos da vida da gestação ao envelhecimento, contemplando a saúde e as mais 
diversas patologias. Pesquisas envolvendo a comunidade geral e universitária, abordagens 
e técnicas diferenciadas, além de percepções da promoção da saúde e qualidade de vida 
internacional. Já, o volume 4 contempla 21 artigos técnicos e científicos com pesquisas 
focadas principalmente na esfera ambulatorial e hospitalar juntamente com técnicas 
laboratoriais e profissionais, englobando interpretação de exame, suplementação, atuações 
profissionais, pesquisas voltadas para urgência, emergência e unidade de terapia intensiva, 
além de opções de tratamento para diversas patologias.

Sendo assim, o e-book possibilita uma infinidade de experiências nos diferentes 
cenários de atuação, permitindo extrapolar fronteiras e limites do conhecimento dos 
profissionais da área da saúde e demais interessados. Além disso, desejamos que a leitura 
seja fonte de inspiração e sirva de instrumento didático-pedagógico para acadêmicos e 
professores nos diversos níveis de ensino, e estimule o leitor a realizar novos estudos 
focados na promoção da saúde e qualidade de vida.

Agradecemos aos autores por suas contribuições científicas nesta temática e 
desejamos a todos uma excelente leitura!

Taísa Ceratti Treptow
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RESUMO: A interleucina 16 (IL-16) é uma 
citocina pró-inflamatória associada a doenças 
inflamatórias e autoimunes e ao crescimento e 
progressão de tumores. Polimorfismos genéticos 
em IL16 estão associados a alterações nos 
níveis de síntese de citocinas ou na alteração 
de sua estrutura e, assim, com a sua possível 
associação com doenças. Este estudo teve como 
objetivo padronizar e implementar no Laboratório 
de Imunogenética da Universidade Estadual de 
Maringá (LIG-UEM) uma metodologia molecular 
econômica e eficaz baseada em PCR-RFLP 
para a detecção de polimorfismos genéticos do 
gene IL16: rs11556218, rs4778889 e rs4072111. 
Para a metodologia de genotipagem, os primers 
foram baseados no modelo proposto por Luo et 
al. (2015). A técnica foi aperfeiçoada de forma 
tornar-se econômica. A técnica molecular foi 
validada, pois foi verificado que a distribuição 
das frequências dos genótipos em uma amostra 
populacional de indivíduos saudáveis estava em 
equilíbrio de Hardy-Weinberg. Os resultados 
obtidos devem contribuir para futuras pesquisas 
com este polimorfismo genético. 
PALAVRAS-CHAVE: Técnicas de Genotipagem; 
Polimorfismo de Nucleotídeo Único; Citocinas.
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IMPROVEMENT OF MOLECULAR METHODOLOGY BASED ON PCR-RFLP FOR 
THE GENOTYPING OF GENOMIC VARIANTS OF INTERLEUKIN 16

ABSTRACT: Interleukin 16 (IL-16) is a pro-inflammatory cytokine associated with inflammatory 
and autoimmune diseases and tumor growth and progression. Genetic polymorphisms in 
IL16 are associated with changes in cytokine synthesis levels and molecular structure and 
their possible association with disease. The study aimed to standardize and implement at 
the Immunogenetics Laboratory of the Universidade Estadual de Maringá (LIG-UEM) an 
economical and effective molecular methodology based on PCR-RFLP for the detection 
of genetic polymorphisms of the IL16 gene: rs11556218, rs4778889 and rs4072111. For 
genotyping methodology, the primers were based on the model proposed by Luo et al. 
(2015). The validation of the technique was performed and was observed that the distribution 
of genotype frequencies of the IL16 SNPs in a healthy population was in Hardy-Weinberg 
equilibrium. The obtained results should contribute to future research with this genetic 
polymorphism.
KEYWORDS: Genotyping Techniques; Polymorphism, Single Nucleotide; Cytokines.

1 |  INTRODUÇÃO
A interleucina-16 (IL-16) é uma citocina pró-inflamatória e suas funções incluem a 

quimiotaxia e a modulação da ativação do linfócito T CD4 diretamente ou indiretamente pelo 
estímulo de IL-2. IL-16 também estimula a produção de outras citocinas inflamatórias, como 
TNF-α, IL-15, IL-6, IL-1β, IL-2 (CENTER et al., 1982; THEODORE et al., 1996; PARADA et 
al., 1998).

O gene da IL-16 (IL16) está localizado no cromossomo 15q26.3 e quando traduzido 
origina uma proteína precursora (pró-IL-16) de 631 aminoácidos (HAI-FENG et al., 2013). 
Posteriormente, a caspase-3 realiza a clivagem da pró-IL-16 dando origem a IL-16, uma 
proteína com 121 aminoácidos (BAIER et al., 1997; ZHANG et al., 1998).

Polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs), especialmente aqueles que acontecem 
na região promotora de IL-16, podem alterar a estrutura proteica ou a produção da interleucina 
(HONSAWEK et al., 2011), alterando a suscetibilidade dos indivíduos a algumas doenças ( 
ZHANG et al., 2013; WANG et al., 2015; LUO et al., 2015; DE SOUZA et al., 2020; SOUZA 
et al., 2020). Dentre os principais SNPs encontrados no gene da IL-16 estão: rs4778889 
T>C, rs11556218 T>G, rs4072111 C>T. Os dois últimos polimorfismos se encontram em 
uma região de éxon e acarretam a substituição de aminoácidos. No rs11556218 T>G ocorre 
a mudança de uma asparagina (Asn) para uma lisina (Lys) e no rs4072111 C>T ocorre a 
troca de uma serina (Ser) por uma prolina (Pro). Enquanto o primeiro polimorfismo está 
relacionado com níveis alterados na expressão do gene (LUO et al., 2015).

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é um dos métodos mais utilizados para a 
genotipagem de polimorfismos em genes que produzem citocinas (METZKER et al., 2009). 
Essa técnica possibilita a amplificação de uma porção do gene alvo utilizando primers (ou 
iniciadores) que nada mais são do que uma sequência de oligonucleotídeos específicos 
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que se anelam a região alvo e serão amplificados pela enzima DNA polimerase purificada 
(ALBERT et al., 2010). Dentre as diversas variações da PCR algumas sãoꓽ Hot Start, PCR 
Mutiplex, PCR-Transcriptase Reversa (RT-PCR) e a PCR-Polimorfismo de Comprimento 
de Fragmentos de Restrição (PCR-RFLP), que foi a técnica utilizada neste trabalho 
(ROSSETI, 2006). A PCR-RFLP consiste na clivagem de uma sequência específica, após a 
amplificação prévia do gene alvo, utilizando enzimas de restrição para os SNPs delimitados. 
Posteriormente, a análise dos fragmentos gerados na clivagem é feita em gel de agarose 
ou poliacrilamida (ROSSETI, 2006). 

Devido à escassez de métodos moleculares com baixo custo disponíveis para a 
genotipagem de IL16, o objetivo dessa pesquisa foi aperfeiçoar e implantar a técnica de 
PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) para a detecção dos polimorfismos 
do gene da IL-16, no Laboratório de Imunogenética da UEM (LIG-UEM).

2 |  MATERIAL E MÉTODOS 
Para esse estudo, foram avaliados os primers descritos por Luo et al. (2015), pelo 

programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool – NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pubmed/20003500). Essa análise foi realizada para verificar qual seria a provável 
temperatura de melting (Tm) das sequências, como também se haveria uma possível 
formação de dímeros, heterodímeros ou homodímeros entre os primers dos SNPs 
rs4778889, rs11556218, rs407211.

A sequência do primer forward para o SNP rs11556218 (T>G) foi: 
5’- GCTCAGGTTCACAGAGTGTTTCCATA -3’ e para o primer reverse: - 5’ 
TGTGACAATCACAGCTTGCCTG -3’, sendo sua enzima de restrição a Nde I, que 
gera um produto de digestão com os seguintes comprimentos: T/T: 147+24; T/G: 
171+147+24; G/G:171 pares de base (pb). Para o SNP rs4072111 (C>T), a sequência 
do primer forward foi 5’- CACTGTGATCCCGGTCCAGTC - 3’ e para o primer reverse: 
- 5’ TTCAGGTACAAACCCAGCCAGC -3’, sendo sua enzima de restrição a BsmA 
I, que gera um produto de digestão com os seguintes comprimentos: C/C: 164; C/T: 
164+140+24; T/T: 140+24 pb. Para o SNP rs4778889 (T>C), a sequência do primer 
forward foi 5’- CTCCACACTCAAAGCCTTTTGTTCCTATGA -3’ e para o primer reverse: 
5’- CCATGTCAAAACGGTAGCCTCAAGC -3’, sendo sua enzima de restrição a Ahd I, que 
gera um produto de digestão com os seguintes comprimentos: T/T: 280; T/C: 280+246+34; 
C/C: 246+34 pb.

Para a padronização da técnica utilizou-se amostras armazenadas a -20°C no 
Laboratório de Imunogenética da Universidade Estadual de Maringá (LIG-UEM).

Para a reação de PCR, os testes para encontrar a melhor condição de amplificação 
foram realizados utilizando reações com volume final de 20,0 μL e posteriormente com 
10 μL, contendo de 100 a 150 ng de DNA, tampão 0,5 X, 2,5 mM de cloreto de magnésio 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20003500
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20003500
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20003500
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(MgCl2), 0,2 mM de cada dNTPs, 2,0 ng de primer forward e reverse e 1,0 U de Taq DNA 
Polimerase (Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY, USA). As reações de PCR 
foram realizadas em termociclador (System 9700 Applied Biosystems®, Foster City, 
CA, USA), com a seguintes ciclagem: 95ºC - 5 min, 35 ciclos a 95ºC – 30 s, 61°C (para 
rs11556218), 67°C (para rs4778889) ou 63°C (para rs4072111) – 45s, 72°C – 1 min, e a 
extensão final de 72°C - 10 min.

Para a digestão do produto amplificado (amplicon) preparou-se uma solução com 
volume final de 10,0 μL contendo tampão 1,5 X e 2,5 U da enzima específica para cada 
SNP, utilizando o tempo de digestão de 16 horas, como recomendado pelo fabricante 
(Invitrogen®, Frederick, MD, EUA).

A visualização do produto de amplificação ocorreu após a eletroforese em gel de 
agarose 3,5% contendo intercalante de DNA SYBRTM Safe (Invitrogen Life Technologies, 
Grand Island, NY) com corrida de 70 V por 15 min e depois 90 V por 35 min. O padrão de 
bandas gerado foi comparado ao marcador de peso molecular de 50 pb (Invitrogen Life 
Technologies, Grand Island, NY). 

Os dados referentes aos SNPs de IL16 foram organizados em planilhas do Excel. 
Para validação da técnica, foi avaliado se distribuição das frequências genotípicas para os 
polimorfismos de IL16 (rs11556218, rs4778889 e rs4072111) em uma população saudável 
estava em equilíbrio de Hardy-Weinberg e, para tanto, foi utilizado o programa SNPStats 
(https://www.snpstats.net/start.htm; SOLÉ et al., 2006).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
Primeiramente foram realizados testes para a padronização da genotipagem dos 

SNPs do gene da IL-16 e, ao analisar os primers, obteve-se uma identidade de 100% com a 
sequência alvo; também não foi observada identidade com outras sequências indesejadas 
(Figura 1).

Figura 1: Anelamento dos iniciadores de polimorfismos do gene da IL-16: rs11556218 (A) e (B); 
rs4072111 (C) e (D); rs4778889 (E) e (F) (BLAST – NCBI).

https://www.snpstats.net/start.htm
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As reações de amplificação e a digestão foram realizadas em volume final de 20 µL 
e 10 µL respectivamente, e o processo de digestão foi realizado em 16 horas, conforme 
recomendação do fabricante. Os fragmentos para cada SNP foram obtidos, como pode ser 
observado na figura 2. Para a padronização foram utilizadas amostras do Laboratório de 
Imunogenética da UEM (LIG - UEM), as quais foram identificadas como: BC (branco), JBA, 
DECC, MGQ, JMVZ. Ao analisar os resultados, foi possível determinar os genótipos das 
amostras para os diferentes SNPs estudados, conforme a tabela 1. 

Figura 2: Resultado de PCR-RFLP para os polimorfismos genéticos de IL16. Reação com volume 
final de 20 µl e digestão de 16 horas. Gel de agarose 3,5%, corante SYBR Safe, corrida de 70V por 
15 min + 90V por 35 min; LD – marcador de peso molecular com 50pb; BC- branco, sem DNA; JBA, 

DECC, MGQ, JMVZ: amostras utilizadas para padronização da técnica representativas dos diferentes 
genótipos para cada SNP.

 

SNPs

Amostras rs11556218 rs4072111 rs4778889

JBA T/T C/T T/C

DECC T/G C/C T/C

MGQ T/G C/C T/C

JMVZ T/G C/C C/C

Tabela 1: Genótipos das amostras controle para os diferentes SNPs de IL16 estudados.

Com o intuito de reduzir o consumo dos reagentes, foi realizado um novo teste para 
as reações de amplificação e de digestão, no qual o volume final da reação foi alterado para 
10 µL. Essa alteração diminuiu significativamente o gasto de reagentes, ainda permitindo 
obter resultados satisfatórios e reprodutíveis (Figura 3).
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Figura 3: Resultado de PCR-RFLP para os polimorfismos genéticos de IL16. Reação com volume 
final de 10µl e digestão de 16 horas. Gel de agarose 3,5%, corante SYBR Safe, corrida de 70V por 
15 min + 90V por 35 min; LD – marcador de peso molecular com 50pb, BC- branco, sem DNA; JBA, 

DECC, MGQ, JMVZ: amostras utilizadas para padronização da técnica representativas dos diferentes 
genótipos para cada SNP.

Em seguida, visando diminuir o tempo de digestão enzimática foram testados 
períodos de 1, 3 e 4 horas. Entretanto, essas alterações geraram dúvida na interpretação 
dos resultados obtidos (Figura 4).
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Figura 4: Resultado de PCR-RFLP para os polimorfismos de IL16. Reação com volume final de 10µl 
e digestão de 1 hora (A), 3 horas (B) e 4 horas (C). Gel de agarose 3,5%, corante SYBR Safe, corrida 
de 70V por 15 min + 90V por 35 min; LD – marcador de peso molecular com 50pb, BC- branco, sem 

DNA; JBA, DECC, MGQ, JMVZ: amostras utilizadas para padronização da técnica representativas dos 
diferentes genótipos para cada SNP.

Para descartar a hipótese de falta de enzima de restrição nos períodos testados, 
um teste aumentando-se a quantidade de enzima de restrição na digestão, para 5U, foi 
realizado. Conforme a figura 5, foram obtidos os fragmentos esperados para o corte de 
cada enzima de restrição, descartando a hipótese levantada anteriormente.
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Figura 5: Resultado de PCR-RFLP para os polimorfismos de IL-16. Reação com volume final de 10µl, 
5U de enzima e digestão de 3 horas (A) e 4 horas (B). Gel de agarose 3,5%, corante SYBR Safe, 

corrida de 70V por 15 min + 90V por 35 min; LD – marcador de peso molecular com 50pb, BC- branco, 
sem DNA; JBA, DECC, MGQ, JMVZ: amostras utilizadas para padronização da técnica representativas 

dos diferentes genótipos para cada SNP.

Deste modo, o teste que se mostrou promissor para os polimorfismos rs11556218, 
rs4072111 e rs4778889 e os seguintes parâmetros foram estabelecidos: reação com volume 
total de 10 µL para as reações de amplificação e digestão; tempo de 16 horas de digestão 
com a respectiva enzima; sem aumento da concentração de enzima. As concentrações dos 
demais reagentes não foram alteradas.

Para a validação da técnica foi avaliado se a distribuição dos genótipos para os 
SNPs rs11556218, rs4072111 e rs4778889 estavam em equilíbrio de Hardy-Weinberg. 
Para tanto, foram genotipadas para todos os SNPs de IL16 um total de 50 amostras de 
indivíduos saudáveis. Para todos os SNPs analisados a distribuição dos genótipos estava 
em equilíbrio de Hardy-Weinberg (P>0,05).

Esta técnica foi também replicada em um estudo caso-controle com 424 indivíduos, 
feito posteriormente a sua primeira padronização (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/
articles/PMC7485854/). Este estudo buscava identificar uma possível associação de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7485854/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7485854/
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polimorfismos funcionais do gene IL16 com a periodontite. Os resultados comprovaram 
que a distribuição das frequências genotípicas se manteve de acordo com o esperado 
para o equilíbrio de Hardy-Weinberg (P>0,05), bem como as frequências dos alelos dos 
polimorfismos estudados se manteve de acordo com o esperado para populações latinas 
(de acordo com 1000genomes), evidenciando a reprodutibilidade desta técnica.

 

4 |  CONCLUSÃO
A técnica de PCR-RFLP para genotipagem dos SNPs rs11556218, rs4072111 

e rs4778889 do gene IL16 foi padronizada permitindo sua utilização no Laboratório de 
Imunogenética da UEM para futuras pesquisas envolvendo esses polimorfismos.
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