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A Asma € uma doenga inflamatdria cronica de vias aéreas, na qual vérias células tém papel
fundamental, tais como os eosinodfilos, mastocitos e linfécitos T. O processo inflamatorio
estd associado a hiper-responsividade bronquica a uma variedade de estimulos. A asma €
uma doenca genética complexa e multifatorial que ndo acompanha os padroes monogénicos
de hereditariedade. Estudos de ligacdao sugerem que multiplos genes estdo envolvidos na
patogenia dessa doenga. O objetivo desse trabalho € verificar em uma amostra de pacientes
com asma leve, moderada e grave, uma possivel associagdo entre os polimorfismos dos
genes TGF-pI, CDI4, IL-4, IL-4Ra, ADAM33 e a gravidade da asma. A andlise do
polimorfismo T869C do gene TGF-pI foi realizada pela técnica de PCR + ARMS. Os
outros polimorfismos C-509T do gene TGF-pI, C-159T do gene CDI14, C-590T da IL-4,
lle50Val da IL-4Ra , S2 do gene ADAM33 foram detectados por PCR + enzima de
restricdo. Em relacdo ao polimorfismo T869C (TGF-B1), em nossa amostra observou-se
uma associagdo entre o gendtipo CC e os pacientes portadores de asma grave. Quanto ao
polimorfismo C-509T(TGF-f1), nenhuma associa¢@o foi encontrada. Quando se comparou
a distribuicao da frequéncia genotipica do polimorfismo C-159T(CD14) na asma grave com
o grupo controle foi observado um resultado significativo com genétipos TT e CT. Nao
encontramos associacdo entre C-590T (IL4) e asma. Houve significancia entre o gendtipo
Val/Val (IL-4Ra) e a asma leve. O heterozigoto GC do polimorfismo S_2 (ADAM33) com
a asma leve e grave. O homozigoto CC com a asma leve. Nossos resultados indicam que os
polimorfismos T869C(TGF-B1) e C-159T(CD14) podem estar envolvidos na modulagdo da

gravidade da asma.
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Asthma is a chronic inflammatory disease affecting air pathways, in which several cells,
such as eosinophils, mastocytes and T lymphocytes, play fundamental roles. The
inflammatory process is associated with bronchial hyperresponsiveness to a variety of
stimulus types. Asthma is a complex and multifactorial genetic disease that does not follow
the monogenic line of hereditary patterns. Linkage studies suggest that multiple genes are
involved in its pathogenesis. The objective of this work was to verify, in a sample of
patients with mild, moderate and acute asthma, a possible association between TGF-plI,
CDI14, IL-4, IL-4Ra, ADAM33 gene polymorphisms and asthma severity. The T869C
polymorphism of the TGF-fI gene was analyzed using the ARMS-PCR technique. The
other polymorphisms C-509T of the TGF-fI gene, C-159T of the CDI4 gene, C-590T of
the IL-4 gene, [le50Val of the IL-4Ra gene , S2 of the ADAM33 gene were be detected by
PCR + restriction analysis. The T869C polymorphism (TGF-B1) in our sample showed an
association between the CC genotype and the patients who presented acute asthma. No
association was found concerning the C-509T (TGF-1) polymorphism. Comparing the
genotype distribution of the C-159T (CD14) polymorphism on the control group of acute
asthma, a significant result with TT and CT genotypes was observed. There was no
association between C-590T (IL4) and asthma. There was a significant association between
Val/Val (IL-4Ra) genotype and mild asthma. The GC heterozygote of the S_2
polymorphism (ADAM33) with acute and mild asthma. The CC homozygote and mild
asthma. The results indicated that T869C (TGF-B1) and C-159T (CD14) polymorphisms

can modulate asthma severity.
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1.1- Asma
1.1.1- Defini¢ao

Em 1889, William Osler descreveu alguns dos aspectos patoldgicos da asma
bronquica, como o edema da mucosa e a presenca de bronquiolite exsudativa. Em 1920, a
asma era definida como “uma doenca caracterizada por dificuldade para respirar devido
a um espasmo bronquico recorrente, acompanhado de sibilos, tosse e expectoracao”. Desde
entdo, o conceito de asma tem sido discutido e modificado (Sears, 1993). Em 1997, o
workshop do “International Consensus Report on Diagnosis and Managment of Asthma”
do NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH (NIH) definiu asma como sendo “uma doenca
inflamatdria cronica de vias aéreas, na qual varias células tém papel fundamental tais como
os eosindfilos, mastdcitos e linfécitos T”. Em individuos suscetiveis, esta inflamacao causa
episddios recorrentes de dispnéia, chiado e tosse, principalmente a noite ou no inicio da
manhd. Esses sintomas estdo associados a obstrucdo bronquica que é, ao menos

parcialmente reversivel espontaneamente ou com tratamento. O processo inflamatério esta

associado a hiper-responsividade bronquica a uma variedade de estimulos.

O III Consenso Brasileiro no Manejo da Asma de 2002 (Sociedade Brasileira de
Alergia e Imunopatologia, Sociedade Brasileira de Pediatria, Sociedade Brasileira de
Pneumologia e Tisiologia, Sociedade Brasileira de Clinica Médica, 2002) define asma
como uma doenga inflamatéria cronica caracterizada por hiper-responsividade das vias
aéreas inferiores, e por limitacdo varidvel ao fluxo aéreo, reversivel espontaneamente ou
com tratamento, manifestando-se clinicamente por episddios recorrentes de sibilancia,
dispnéia, aperto no peito e tosse, particularmente a noite e pela manha ao despertar. Resulta
de uma interacdo entre genética, exposi¢do ambiental e outros fatores especificos que

levam ao desenvolvimento e manutencao dos sintomas.

As defini¢cdes mais recentes dao uma maior €énfase na asma como um processo
inflamatério cronico, e acrescentam as células como causa da inflamacao, ressaltando os
mediadores celulares como os principais responsdveis pela resposta inflamatéria. Sem
duavida a inflamacdo bronquica constitui o fator fisiopatogénico mais importante na asma

alérgica e ndo alérgica.

Introdugdo
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1.1.2- Epidemiologia

De acordo com GINA (Global Iniciative for asthma), a asma afeta cerca de 14 a
15 milhdes de pessoas, sendo 4,8 milhdes de criangas (National Heart Lung Blood Institute
/ World Health Organization, 1995). Anualmente ocorrem cerca de 350.000 internagdes por
asma no Brasil, constituindo-se na quarta causa de hospitalizacio pelo SUS (2.3% do total)
e sendo a terceira causa entre criangas e adultos jovens (Ministério da Saude, 2000). Ha
registro de aumento desse numero de internacdes entre 1993 e 1999 e indicios de que a
prevaléncia da asma esteja aumentando em todo o mundo, inclusive no Brasil
(Fiori e Fristcher, 2001). Um estudo multicéntrico (International Study for Asthma and
Allergies in Childhood — Isaac, 1998) realizado em 56 paises mostrou uma variabilidade de
asma ativa de 1.6% na Indonésia a 36.8% no Reino Unido. O Brasil estd em oitavo lugar,

com uma prevaléncia média de 20% (Figura 1).

A mortalidade por asma ainda € baixa, mas apresenta uma magnitude crescente
em diversos paises e regides. Nos paises em desenvolvimento, a mortalidade por asma vem
aumentando nos ultimos 10 anos, correspondendo a 5-10% das mortes por causa

respiratoria, com elevada proporcao de 6bitos domiciliares (Chatkin et al.; 1999).

Introdugdo

42



L

L

1 I
o 5 10 = £57

i
20

1
25

i i I
30 35 40

" Prevaléncia de sintomas de asma (%)

Fig 1- Prevaléncia de sintomas de asma no mundo, segundo Isaac (1998)
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1.1.3- Patologia e Patogenia

A limitagdo do fluxo aéreo nas vias aéreas € causada por uma variedade de

alteragdes que incluem:

1- Vasodilatacdo e congestdo da microvascularizagdo bronquica, com aumento na
exsudagdo de plasma para o intersticio e luz das vias aéreas e conseqiiente edema. Mesmo
quantidades pequenas de liquido intraluminal podem determinar aumento importante na
resisténcia das vias aéreas. Ocorre ainda infiltragdo de células inflamatérias nos bronquios,
principalmente por eosindfilos, linfécitos, mastdcitos e macréfagos, descamacgdo do epitélio

bronquico e espessamento da membrana basal reticular (Naylor, 1992);

2- Hipersecre¢do mucosa, hipertrofia das glandulas mucosas, aumento das células
caliciformes, com aumento de secrecdo intraluminal, e obstrucdo das vias aéreas por rolhas
de muco. A presenca de rolhas de muco indica deficiéncia cronica no sistema secretor de
muco ou no ‘“clearance” mucociliar, ou em ambos. Elas sdo especialmente viscosas e

auxiliam na limitagdo ao fluxo aéreo (Djukanovic et al.; 1990);

3- Contracdo e encurtamento da musculatura lisa espiral, que envolve a via aérea, com

aumento da massa muscular, hipertrofia e hiperplasia muscular (Bousquet et al.; 1990);

4- Remodelamento bronquico que sdo alteracdes estruturais na parede das vias aéreas que
acompanham a inflamacao intensa e de longa duracdo e que sdo responsaveis pela limita¢do
ao fluxo aéreo, que pode ser irreversivel mesmo com o tratamento, resultando em obstrug¢ao

fixa irreversivel (Bousquet et al; 1992).

A inflamacdo bronquica constitui 0 mais importante fator fisiopatogénico da
asma . E resultante de interacdes complexas entre células inflamatérias , mediadores e de

outras células residentes das vias aéreas.

Na asma atopica hd uma predisposi¢cdo genética para o desenvolvimento de
resposta mediada pela IgE (imunoglobulina E) a alérgenos comuns. A inflamac¢do, na asma,
¢ caracterizada pela inflamacdo de eosindfilos. H4 um aumento de linfécitos T-helper
( Th2 ), que produzem e liberam linfocinas, interleucinas 4 (IL-4) e 5 (IL-5), que parecem
orquestrar a inflamacao de eosinodfilos. Os anticorpos de IgE se ligam a receptores de alta

afinidade, presentes em mastdcitos, ocorrendo a degranulacdo de mastécitos com liberagao
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de mediadores (histamina, prostaglandinas, leucotrienos) (Barnes, 2000). Ocorrem ainda,
vdrias interagdes complexas, envolvendo muitas células. Esses fatores vao desencadear a

hiper-responsividade bronquica e a obstru¢do do fluxo aéreo, que caracterizam a asma.

A asma € uma doenca cronica das vias aéreas, associada com o remodelamento
da matriz extracelular (ECM) do pulmio (Bousquet et al.; 1992). As enzimas proteoliticas
tém o potencial de destruir as estruturas do pulmio, quando suas atividades excedem a
capacidade de seus inibidores naturais. Algumas células que participam da inflamacao das
vias aéreas, secretam enzimas capazes de degradar proteinas da ECM, incluindo a elastina

(Senior et al., 1989).

Virios mediadores inflamatérios sdo liberados pelos mastdcitos bronquicos
(histamina, leucotrienos, triptase e prostaglandinas), pelos macréfagos (fator de necrose
tumoral -TNFa., IL-6, 6xido nitrico), pelos linfocitos T (IL-2. IL-3, IL-4, IL-5, fator alfa de
colonia de granulécitos (GM-CSF), pelos eosindfilos (metabdlitos pré-inflamatérios,
mediadores lipidicos e citocinas), pelos neutréfilos (elastase) e pelas células epiteliais
(endotelina-1, mediadores lipidicos e 6xido nitrico). Através de seus mediadores as células
causam lesdes e alteracdes na integridade epitelial, anormalidades no tonus da via aérea,
alteracdes na permeabilidade vascular, hipersecrecdo de muco, mudangas na funcgdo

mucociliar e aumento da reatividade do musculo liso da via aérea ( Kumar, 2001).

1.1.4- Classificacdo da Asma

A asma pode ser classificada quanto a gravidade em intermitente e persistente

leve, moderada e grave.

Estima-se que 60% dos casos de asma sejam intermitentes ou persistentes leves,
25% a 30% moderados e 5% a 10% graves. Os asmadticos graves sao a minoria, mas

representam a parcela maior em utilizacdo de recursos.

A avaliagdo usual da gravidade da asma pode ser feita pela andlise da
freqiiéncia e intensidade dos sintomas e pela fun¢do pulmonar. A tolerancia ao exercicio, a
medicacdo necessdria para estabilizacdo dos sintomas, o nimero anual de corticosterdide

sist€émico, o numero de hospitalizacdes por asma e a necessidade de ventilagdo mecanica
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sao

aspectos

também utilizados

(Cockcroft e Swystum, 1996).

para classificar

a gravidade de cada caso

Na Tabela 1 sdo apresentados os principais parametros para a classificacdo da

gravidade da asma.

Tabela 1- Classificacdo de gravidade clinica da asma, segundo GINA
(Global Iniciative for asthma) reforcado pelo Guidelines for the diagnosis
and management of Asthma

Classificacio Sintomas Simtomas Crises Afividades Fun¢io
da asma - Noturnos Pulmonar
Asma Leve |- Sintomas diumos - Até duas - ExacerbacBes |- Em geral VEF] maior ou
Intermitente |menosde 1 vezpor | vezes por curtas (menos | normais, Falta igual 2 80% do
semand. mes. de 3 dias de ocasional 20 previsto,
duragiio). trabatho ou
escola. _
Asma Leve |- Sintomas diurnos - Mais de - Exacerbagbes |- Limitagio para | VEF] maior ou
Persistente |uma vez por semana  |uma vezpor |podem afetara | grandes esforgos. | igual a 80% do
Ol mais, mas menos | més. atividade ou 0 | Faltas ocasionais | previsto,
de uma vez ao dia. 50110, ao trabalho ou
_ escola.

Asma - Snﬂmms diunos - Mais de - Exacerbaghes | Prejudicadas. VEF| maior
Moderada | didrios, mas nio uma vez por | afetam a Algumas faltas ao | que 60% e
Persistente | continuos. semand. atividade didria | trabalho ou mendr ou igeal

€ 0 5000, escola. a 8% do
Asma Grave |- Sintomas divrnos -Maisde2 |- Exacerbagies |Limitacio diariz | VEF! menor ot
Persistente diﬁmemtﬁtu@. vezes por freqiientes, Falta freqiente ao | igual a 60% do
Podem ocorrer vérias | semana podendo até ser | trabatho e escola. | previsto.
vezes ao dia diarias.
- Necessidade de uso
de P agomistas para
controle dos sinfomas.
VEF1= volume expiratdrio for¢cado no primeiro segundo
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1.2- Asma e Genética

A asma € uma doenca genética complexa e multifatorial (Marsh e Meyers,
1992; Morton, 1992). Estudos de ligacdo sugerem que multiplos genes estejam envolvidos
na patogenia da asma. Estudos de gémeos tém mostrado que aproximadamente 50 a 60% da
asma ¢ hereditdria (Laitinen et al.; 1998; Skadhauge et al.;1999). A natureza de fatores
hereditarios, as variagdes genéticas que influenciam a susceptibilidade da asma e sua
severidade, tem sido o motivo de intensas pesquisas nos ultimos 15 anos. Essas pesquisas
tém induzido a significantes idéias da patofisiologia da asma. A identificacdo de genes da
asma &, entretanto, somente o comec¢o de um longo processo através do entendimento de
suas fungdes na patogenia da doenca (Holloway e Koppelman, 2007). A genética da
susceptibilidade da asma € complexa, com o mesmo gendtipo algumas vezes conferindo
protecdo ou risco dependendo da exposi¢do ambiental relacionada. A susceptibilidade
genética varia de acordo com a raca e fatores étnicos, os quais ressaltam a importancia de

estudos de replicacdo e funcionais (Holloway e Koppelman, 2007; Kiley et al.; 2007).

Os primeiros estudos de ligacao identificaram os cromossomos (4q, 6p, 7p, 11q,
13q e 16q) relacionados com a asma (Daniels et al.; 1996). Em um estudo realizado em
familias americanas divididas por grupos raciais (africanos-americanos, caucasianos e
hispanicos) foram encontradas seis novas regides (2q33, Spl15, 11pl5, 17pll, 19ql3 e
21g21) e foram confirmados vérios “loci” previamente identificados ( 5q23-31, 6p21-23,
12q14-24, 14ql1-13 ) ( Maddox e Schwartz, 2002 ). Em um estudo de familias da
Alemanha foram identificadas regides de ligacdo com a asma nos cromossomos 2, 6, 9 e 12
(Wjst et al.; 1999). Em uma pesquisa no genoma de familias dos Estados Unidos
(Hutterites) foram identificadas cinco regides 5q23-31, 12q15-24.1, 16p, 19q13 e 21g21
(Ober et al.; 1998).

As regides mais comuns relacionadas com asma sdo: 2ql14—q32, 5q31—q33,
6p21.3, 7q31, 11ql3, 12q14.3—q24.31, 13ql4, 14ql11.2—ql3, 16p21, 17q11.2, e 20p13.
Virios genes de asma e atopia t€m sido identificados por clonagem posicional incluindo o
gene ADAM33 e numerosos outros genes t€m sido investigados como genes candidatos

baseado em suas fungdes (Castro-Giner et al.; 2006).
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Uma série de genes tém sido analisados por terem polimorfismos que
influenciam o desenvolvimento imune ou pulmonar e a resposta a fatores ambientais, talvez
aumentando o risco de desenvolvimento da asma. No cromossomo 5q (5q31-33), hd muitos
genes relacionados a asma e alergia, como as interleucinas, o gene CDI4 e o GM-CSF
(Maddox e Schwartz, 2002). A regido 16pl12.1, que contém o receptor de interleucina 4
(IL4RA), foi relacionada, em diferentes estudos, a asma e atopia (Hershey et al.; 1997,
Kruse et al.; 2002). H4, no entanto, relatos que ndo demostraram essa associagdo
(Kruse et al.; 1999). Polimorfismos no gene IL-4 (5q31-33), também foram associados a
asma e atopia (Beghé et al.; 2003). Outros estudos encontraram resultados controversos a
esses relatos (Holloway et al.; 1999). Com relagdo aos polimorfismos no gene CDI4, da
mesma maneira, alguns autores encontraram associacao com asma e atopia (Sharma et al.;
2004), enquanto outros nio (Kedda et al.; 2005; Sengler et al.; 2003). O gene TGF-pI
(fator de crescimento transformante (1) estd localizado no cromossomo 19ql3 e
polimorfismos nesse gene estdo relacionados em alguns estudos, com a gravidade da asma,
mas em outros ndo houve essa associacdo (Mak et al.,, 2006). O gene ADAM33
(desintegrina e metaloprotease 33) estd localizado no cromossomo 20 e tem sido associado
com asma (Jongepier et al.; 2004; Lee et al.; 2004; Poewell et al.; 2004). Entretanto, outros

estudos ndo encontraram essa relacdo (Lind et al.; 2003).

Estudos sobre genética e asma irdo proporcionar um entendimento maior da
etiologia e patogenia da asma, contribuindo no futuro para uma terap€utica adequada.
Como a asma é uma doenca genética complexa, que ndo estd totalmente elucidada e é
muito freqliente em nosso meio, decidimos realizar esse estudo, identificando se
polimorfismos em genes candidatos a asma, estdo associados com a gravidade da doencga.
Sabendo quais polimorfismos em diferentes genes candidatos estdo envolvidos com a asma,
futuramente, poderemos saber como esses genes interagem e procurar estratégias para
remediar seus efeitos. Portanto, esse tipo de pesquisa bdsica ird propiciar avangos até
mesmo na terap€utica dessas anomalias. Sendo assim, apesar dos individuos que
participaram da pesquisa ndo terem um beneficio direto, o conhecimento gerado através

desse projeto poderd trazer um ganho para todos os pacientes no futuro.
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A seguir serdo discutidos esses genes candidatos:
1.3- TGF-B (Fator de crescimento transformante - f3)

O TGF-B € um membro da familia de crescimento e fatores de diferencia¢ao
com miiltiplas fungdes. E notdvel por sua capacidade de modular uma variedade de
comportamentos de tipos celulares, incluindo a proliferacdo celular; diferenciacdo e
apoptose. As isoformas de TGF-B tém sido mostradas serem essenciais para o

desenvolvimento fetal e embriondrio normal (Bartram e Speer, 2004).

1.3.1 Caracteristicas estruturais de TGF- e mecanismos de sinaliza¢io

Existem 3 isoformas de TGF-f (B1, B2, B3) que sdo estruturalmente
relacionadas com 60 a 80% de seqiiéncias homdlogas. Os genes do TGF-fI1, TGF-/2 e
TGF-p3 foram mapeados nos cromossomos 19 (ql13.1-q13.3), 1(g4l) e 14 (q23-24),

respectivamente (Bartram e Speer, 2004) .

Estes genes possuem bioatividades similares. Cada isoforma de TGF- ¢
sintetizada como parte de uma larga molécula precursora. Esta € clivada e sintetizada como
uma proteina inativa contendo LAP (latency associated peptide). A ativacdo de TGF-f3
requer a dissociacio de LAP (Miyazono, 1988; Wakefield, 1988). O TGF-f se liga a
receptores 1 e 2 e sinalizadores intracelulares (moléculas Smad) que formam um complexo
que € enviado para o nicleo, onde interagem com fatores transcricionais que regulam a

ativacdo dos genes (Bartram e Speer, 2004) .

Em humanos, as células epiteliais dos bronquios contém grandes quantidades
da proteina TGF- (Magnan et al.; 1994). As isoformas de TGF-3 e seus receptores tém
sido encontradas em macréfagos alveolares (Magnan et al.; 1994; Coker et al.; 1996;
Khalil et al.; 1996), células mesenquimais (Coker et al.; 1996) , células do misculo liso das
vias aéreas (Magnan et al.; 1994; Khalil et al; 1996) e glandulas bronquiais
(Jagirdar et al.; 1997). As células epiteliais alveolares conttm TGF-f 2 e 3
(Khalil et al.; 1996). Enquanto alguns estudos também detectaram TGF-f3 em epitélios
normais (Cokeret al.; 1996; Jagirdar et al.; 1997), outros relataram a presenca de TGF-f3 1

em epitélios associados com fibrose (Khalil et al.; 1996).
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A presenca de TGF-f em pulmdes normais sugere sua participacdo na
regulacdo de processos fisioldégicos normais para manter a homeostase do pulmdo. Essas
fungdes incluem uma imunomodulacio local, a regulagdo da proliferacdo e diferenciacao

celular, como o controle do reparo do tecido normal (Bartram e Speer, 2004).

1.3.2- A fun¢do de TGF-3 na patogenia de doengas pulmonares

Uma caracteristica comum das vdrias formas de doencas pulmonares é um
processo inflamatério com uma fase de lesdo, seguida por uma fase de reparo do tecido
(Magnan et al.; 1996; Elssner et al.; 2000). As lesdes no tecido pulmonar por efeitos
quimicos, bacteriolégicos ou imunolégicos induzem a producdo de TGF-f que limita
algumas das reacdes inflamatérias e exercem funcao no remodelamento e reparo do tecido
(Ahuja et al.; 1993). Se o processo de reparo for exagerado, induzird a uma patologia
pulmonar com fibrose, que estd associada com um aumento do nivel de TGF-B e seus
receptores. A expressao aumentada de TGF- B tem sido mostrada por resultar em uma
fibrose pulmonar grave (Sime et al.; 1998). Uma expressao aumentada de TGF-f3 tem sido
relatada durante a fase do remodelamento do tecido em vdrias formas de doencas
pulmonares como: asma (Vignola et al.; 1997), fibrose cistica (Wojnarowski et al.; 1999),
doencas pulmonares obstrutivas cronicas (De Boer et al.; 1998), bronquiolites

(Magnan et al.; 1996) entre outras.

1.3.3- TGF-B1 (Fator de crescimento transformante -31)

O TGF-B1 tem peso molecular de 25 kDa, e é derivado do processamento
proteolitico de uma cadeia de 390 aminoéacidos resultando em uma proteina madura de 112

aminoécidos (Massague, 1990).

-

E uma citocina multifuncional com numerosos efeitos biolégicos como a
inducdo de proliferacdo de fibroblastos e produ¢do da matriz extracelular, diminui¢ao da

degradacao de coldgeno, quimiotaxia de macréfagos e mastdcitos, e inibicdo do
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crescimento de células epiteliais (De Boer et al.; 1998). O TGF-B1 estd relacionado a
patogenia da asma, sendo que niveis dessa citocina estdo aumentados no lavado bronquico
alveolar de asmdticos quando comparado com individuos ndo asmaticos
(Redington et al.; 1997). O TGF-B1 é expresso por células epiteliais das vias aéreas,
eosindfilos, linfécitos T helper tipo 2, macréfagos e fibroblastos e estd relacionado a varios
aspectos da fibrose, incluindo o depdsito de proteinas da matriz extracelular como o
coldgeno e fibronectina (Roche et al.; 1989; Sime et al.; 1997). Uma das principais
caracteristicas do remodelamento é a fibrose subepitelial, que é aumentada em asmaticos

graves (Minshall et al.; 1997).

Essa citocina € importante no crescimento, desenvolvimento, transformacao,
reparo de tecidos, fibrose e modulacdo da resposta imune inflamatéria (Blobe et al.; 2000),
mas sua fun¢do na asma nao € clara. Estudos em modelos de roedores com asma, indicam
que o TGF-B1 tenha ambos os efeitos, antiinflamatérios e pro-fibréticos
(Sime et al.; 1997; Nakao, 2001). Os niveis do RNAm de TGF-B1 em eosinéfilos sdo
significantemente aumentados em pacientes com asma grave quando comparados com

portadores de asma leve ( Ohno e Nitta, 1996; Minshall et al.; 1997 ).

1.3.4- Possiveis fun¢des de TGF-B1 nas vias aéreas de asmdticos

Os niveis de TGF-B1 tém sido demonstrados maiores nas vias aéreas de
asmaticos do que em individuos normais (Redington et al.; 1997). As células inflamatdrias,
como os eosindfilos e células epiteliais bronquiais, sdo as principais fontes celulares de

TGF-B1 em asmaticos.

Com base em estudos desenvolvidos em animais, os niveis elevados de TGF-1
nas vias aéreas de asmaéticos pode ser um resultado de compensagdo para inibir a ativagao
de vdrios tipos celulares que estdo envolvidos na hiper-responsividade e inflamacdo das

vias aéreas (Nakao, 2001).

Alternativamente, o TGF-B1 tem sido implicado no reparo de tecidos
(Singer e Clark, 1999), niveis elevados de TGF-B1 nas vias aéreas de asmaticos podem

estar envolvidos no processo de reparo de tecidos, que foram lesados pela inflamagao.
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Portanto, o TGF-B1 em asmadticos, pode ter a funcdo de promover o processo de reparo nos
tecidos e diminuir a hiper-responsividade e a inflamacdo das vias aéreas. Atividades
persistentes de TGF-B1 induzidas pela inflamacdo cronica, as quais podem ser causadas por
estimulacdes repetidas com alérgenos, podem induzir efeitos deteriordveis de TGF-f1,
conhecidos como fibrose no tecido ou remodelamento das vias aéreas, os quais resultam na

obstruc¢do cronica do fluxo aéreo (Nakao, 2001).

1.3.5- Polimorfismos de TGF-f1

O gene de TGF-pI contém 7 éxons separados por 6 introns e estd localizado no

cromossomo 19, na regido q13.1-q13.3 (Derynck et al.; 1987).

A expressdo do TGF-B1 ¢ influenciada por polimorfismos no gene e alguns
desses polimorfismos podem estar associados com a asma e outras doencgas
(Grainger et al.; 1999). Estudos anteriores tém demonstrado que um polimorfismo de base
unica (SNP) na regido promotora do gene TGF-pI (Fig 2), C-509T (C/T na posi¢ao -509)
estd relacionado a niveis elevados no plasma de TGF-f1 e IgE (Grainger et al.; 1999). Esse
polimorfismo altera a ligacdo com o fator de transcricdo Ying Yangl (YY1), promovendo o
aumento da transcri¢ao do gene (Hobbs et al.; 1998). Entretanto, o efeito preciso do alelo T
ou C na atividade de transcricdo do gene TGF-fI ainda ndo é conhecido. Existem hipoteses
de que o alelo T esteja relacionado com a asma (Silverman et al.; 2004), com a gravidade
da asma (Pulleyn et al.; 2001) e com Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC)
(Celedon et al.; 2004). Grainger et al. (1999) mostraram que a concentragao de TGF-B1
aumenta de acordo com os genétipos de C-509T: CC < CT < TT, sendo que a concentragao

de individuos com o genétipo TT € duas vezes maior do que os com gendtipo CC.

Um outro polimorfismo T869C na posi¢ao +869 relativa ao sitio de inicia¢do da
transcricdo (posicdo +29 relativa ao sitio iniciador da tradugdo), o qual resulta na
substituicdo do aminodcido leucina por uma prolina no cédon 10, afeta os niveis de TGF-
B1 (Awad et al.; 1998; Dunning et al.; 2003). Wu et al. (2004) mostraram que o alelo C é

menos comum em individuos com DPOC (Doenc¢a pulmonar obstrutiva cronica) do que em
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controles, sugerindo que a producdo maior de TGF-B1 possa proteger contra o

desenvolvimento de DPOC.

Mak et al. (2006) demostraram que esse polimorfismo esta relacionado ao risco
de asma em individuos com o genétipo CC e sugere que ambos os polimorfismos, C-509T
e T869C, estdo associados com a susceptibilidade a asma. Por outro lado outros estudos
sugerem a auséncia de associacdo entre esses dois polimorfismos e o risco de asma

(Buckova, 2001; Heinzmann, 2005).

Com relagdo a freqiiéncia dos polimorfismos e a populacdo estudada;
Suthanthiran et al. (2000) relataram que o alelo C do polimorfismo T869C era
significantemente mais comum em Americanos Africanos do que em individuos brancos. A
freqiiéncia do alelo C na populacdo chinesa de Hong Kong era alta, similar a da populagdo
Japonesa e de Taiwan (Chow et al.; 2004). A freqiiéncia do alelo T e genétipo TT do
polimorfismo  C-509T na  populagdio  branca e  Indiana era  baixa
(Pulleyn et al.; 2001; Nagpal et al.; 2005). Ja na populacao chinesa de Hong Kong era alta,
similar a freqiiéncia relatada na populacdo Japonesa e de Taiwan (Chow et al.; 2004). No

Brasil ndo ha estudos desses polimorfismos relacionados com a asma.

codon 10
-509 +869 _
L Exon 1 I
Y
C/T T/C
CTTCCATCC CTCAGE LewPpro
CTTCCATCC TTCAGE

|

Alteragdo do fator de transcri¢ao YY1

Fig 2- Representacio da localizacdo dos polimorfismos no gene 7TGF-pI

(C-509T, T869C) (Ogawa et al.; 2006).

Introdugdo

53



1.4- CD14

O CD14 ¢é uma glicoproteina de 55 kDa, é um receptor multifuncional de
componentes da parede celular de bactérias como os lipopolissacarideos (LPS) ou
endotoxinas inaladas. O LPS € o principal componente das endotoxinas e é formado por um
fosfoglicolipideo, o lipideo A, que é covalentemente ligado a um heteropolissacarideo
hidrofilico. O Lipideo A se conecta a cadeia de polissacarideos e é responsdvel pela
toxidade do LPS (Rietschel et al.; 1994). O CD14 apresenta duas formas de proteinas: a
(mCD14) que € expressa primeiramente na superficie de mondcitos, macréfagos, células
dendriticas e neutréfilos e a forma solivel de CD14 (sCD14), que é encontrada no soro

(Ulevitch e Tobias, 1995).

Baseado em estudos epidemioldgicos, a exposi¢do precoce a bactérias parece
proteger criangas do desenvolvimento de atopia ao longo da vida (Von Mutius et al.; 2000).
Portanto genes envolvidos na defesa de bactérias hospedeiras s@o interessantes candidatos
para o estudo da genética da atopia (Sengler et al.; 2003). E sugerido que o gene CD14
exerca fung¢do na polarizacdo da resposta imune em células T helper do tipo I (TH1), que
regula a resposta de células T helper do tipo 2 (TH2) e a producao de IgE em resposta a
alergia. Na inflamacdo hé a diferenciacdo de TH1 e/ou supressdo de TH2. A ligacdo de
CD14 a LPS estd associada com uma forte resposta de IL-12, e este é considerado um sinal
obrigatorio para a maturacdo de células T em THI1. As respostas de IgE sdo reguladas por
sinais de inibicao de células THI1 e por sinais estimulantes de células TH2 (Romagnani,
1992). E proposto que expressoes alteradas de CD14 possam alterar o balanco de células
TH1-TH2, influenciando a resposta a IgE e a inflamac¢do por doencas alérgicas como a

asma (Kedda et al.; 2005).

2

E sugerido que os asmdticos sejam mais sensiveis aos efeitos de LPS do que os
nao asmadticos (Peden et al.; 1999) e tem sido demonstrado que individuos com asma
alérgica t€m expressio aumentada de CDI4 depois da inalacio por LPS

(Alexis et al.; 2001).
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1.4.1- Polimorfismo C-159T do gene CD14

No cromossomo 5q estdo localizados varios genes candidatos a atopia

(IL4, ILS, IL13), dentre eles o CD14, que esta localizado na regido q23-3.

O gene CDI4, que consiste de 3.900 bp organizados em 2 éxons, codifica uma

proteina de 375 amino4cidos (Ferrero e Goyert, 1988).

Baldini et al. (1999) identificaram um polimorfismo, C-159T, na regido
promotora do gene CDI4, na posicdo -159 do inicio do sitio de transcri¢do do gene,
resultando na troca de bases C-T (também conhecida como -260C/T relativa ao inicio da

traducdo do gene).

Variagdes genéticas no gene CDI4 poderiam influenciar sua expressio e,
portanto exercer uma funcdo importante na regulagdo da resposta imune a IgE. O
polimorfismo C-159T tem sido associado com niveis elevados de CDI14 soluvel, e a
diminui¢do de IgE em criancas (Baldini et al., 1999). Esses resultados sdo consistentes com
a relac@o de que a imunidade inata interfere, na expressao aumentada de CD14 no soro, nas
células ou em ambos, aumentando a geracdo de células T para a protecdo contra o

desenvolvimento de alergias (Vercelli, 2003).

Virios estudos demonstraram uma fungao protetora do -159T. Por exemplo, em
um estudo realizado em adultos holandeses homozigotos para o alelo C, encontrou-se
aumento de IgE e maiores sintomas alérgicos (Koppelman et al.; 2001). Criancas chinesas
atopicas homozigotas para o alelo C apresentavam um aumento de IgE, comparadas com as
CT e TT (Leung et al.; 2003). O alelo T nio foi associado com asma em criangas brancas
do sudoeste da Alemanha (Heinzmann et al.; 2003) ou com dermatite atdpica, rinite
alérgica, niveis de IgE, na populacdo alema ( Sengler et al.; 2003). Ha estudos contrarios a
associac¢do entre -159T e a protegdo de alergia. Um estudo demonstrou que o alelo -159T
estd associado ao aumento de IgE e asma atdopica em uma populacio Indiana
(Sharma et al.; 2004)). Em outro estudo o alelo T era mais comum entre pacientes
americanos com asma nao atépica do que entre controles, particularmente entre individuos

brancos (Woo et al.; 2003). No Brasil ndo hé estudos desse polimorfismo com asma.
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Segundo Leynarte et al. (2006) em individuos que estavam expostos ao
ambiente de fazendas, em contato direto com a criacdo de animais, e tinham o genétipo
CD14-159TT, a prevaléncia de atopia era bem menor do que naqueles que nio tém contato
com a vida rural. Como esses individuos t€ém uma maior quantidade de CD14 solivel, e sdo
mais sensiveis as endotoxinas, esses resultados sdo consistentes com a hipétese de que o
efeito de protecdo a essa exposicao, pode ser explicado pelas endotoxinas que estimulam a
maturacdo da resposta imune de Thl cedo na vida, resultando no desenvolvimento de
tolerancia imune a potenciais alérgenos. De acordo com Vercelli (2003), a hipétese da
mudanca de endotoxinas sugere que as exposicdes a certas concentracdes de antigenos
podem resultar em repostas opostas, dependendo do contexto do meio ambiente. De acordo
com essa hipdtese o polimorfismo C-159T pode ter efeitos diferentes na resposta da
citocina Th em relagcdo aos niveis intermedidrios de exposi¢do. Eder et al. (2005) mostrou
recentemente que homozigotos para o alelo T (C-159T) do gene CDI4 quando eram
expostos a niveis baixos de endotoxinas, eram menos provaveis a terem asma ou niveis
altos de IgE. Entretanto quando homozigotos para o alelo T viviam em ambientes com altas
concentracdoes de endotoxinas, eles tinham uma probabilidade maior de terem asma ou
niveis altos de IgE. Entretanto uma explicagdo clara para o mecanismo molecular envolvido

ndo € disponivel.

1.5-1L-4 e IL-4Ra

A interleucina 4 é uma citocina pleiotropica, que exerce funcdo crucial em
doencas ligadas a atopia, com aumento de IgE (Fig 3) . Sendo produzida por células T
ativadas, e por basofilos e mastdcitos, € responsdvel pela producao de anticorpos IgE por
linfécitos B e pela maturacdo de linfocitos T em células T helper 2, que produzem IL-4 e
medeiam doencas alérgicas (Postma et al.; 1995). A IL-4 controla a mudanca de classes de
imunoglobulinas, determinando que células B humanas mudem a expressdo de IgM para
IgE (Gauchat et al.; 1990). Portanto IL-4 parece ser um participante direto na geragdo de
niveis altos de IgE observados em individuos atépicos (Noguchi et al.; 1998). A IL-4 tem
uma variedade de outros efeitos: em tecidos hematopoiéticos, aumenta a expressdo de

moléculas do MHC da classe II em células B (Noelle et al.; 1984), aumenta a expressao de
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CD23 (Defrance et al.; 1987), regula a expressao do receptor de IL-4 (Ohara e Paul, 1988),
e com a associacdo de lipopolissacarideos, permite que células B expressem Thyl
(Snaper et al.; 1988). Essa citocina também tem uma importante fungdo na adesdo do tecido
e inflamacdo e ela atua com o TNF para induzir a expressdo de moléculas de adesdao das
células vasculares (VCAM-1) em células endoteliais vasculares (Thornhill et al.; 1991), e
isso desregula a expressdo das selectinas. Essa mudanca no balango de expressdao das
moléculas de adesdo por IL-4, favorece o recrutamento de células T e eosinofilos,
preferencialmente em relacio aos granuldcitos, dentro do sitio de inflamagdo

(Bennett et al.; 1997).

Os efeitos biologicos proeminentes da IL.-4 na asma sdo exercidos através de
sua ligacdo aos seus receptores (IL-4R) expressos na superficie de varias células.
O receptor de IL-4 € um heterodimero constituido por 2 subunidades: a cadeia alfa do
receptor IL-4 (IL-4Ra) que se liga a IL-4, a qual tem 140 kDa e é compartilhada com
IL-13. A IL-4 e IL-13 exercem atividades bioldgicas similares, incluindo a mudanca de
isotipo para a sintese de IgE. Ambas interleucinas ligam-se aos seus respectivos receptores
de superficie, compartilhando a cadeia alfa do receptor IL-4, IL4-Ra (Morton, 1992;
Ober et al.; 1998) e uma segunda cadeia que € a yc compartilhada em comum com os
receptores para IL-2, IL-7, IL-9, IL-15 ou o IL-13Ra e modifica as sinalizacdes da cadeia
alfa. (De Vries et al.; 1998; Nelms et al.; 1999).

O receptor de IL4 estd presente em fibroblastos, hepatdcitos, tecidos
hematopoiéticos, endoteliais, epiteliais, musculares e cerebrais. Sao geralmente expressados
em 100 a 5000 sitios por células (Ohara e Paul; 1987), mantendo ampla a escala de acdo
dessa citocina. E um componente essencial para a indugdo do fenétipo de TH2 e producio
de IgE. Em camundongos nocauteados para o gene IL-4 e para o gene que codifica o seu
ligante (IL-4R), ndo ocorre indugdo especifica de IgE e nem uma hiper-responsividade
bronquica, caracteristicas da asma, demonstrando papel relevante da via IL-4/IL-4R no

aparecimento destes sintomas (Brussele et al.; 1995).
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Fig 3- Relacdo da IL4 na patogenia da asma (Sandford et al.; 1996).

1.5.1- Polimorfismos C-590T do gene da IL-4 e Ile50val do gene IL-4Ra

O gene que codifica IL-4 estd localizado no cromossomo 5q na regido (q31-33),
tem 4 éxons e aproximadamente 10 kb de tamanho (Arai et al.; 1989). Essa regido tem sido

associada com asma e atopia em vdrios estudos (Holloway et al.; 1999).

Rosenwasser et al. (1995) relataram um polimorfismo na regido promotora do
gene, com a mudanga de base de C para T, na posicao -590 do gene da IL-4 (C-590T). Esse
polimorfismo parece ser funcional, com a atividade transcricional aumentada atribuida ao
alelo variante. Estudos desse polimorfismo tém sido associados a asma e atopia
(Zhu et al.; 2000; Beghe et al.; 2003), entretanto alguns estudos sdo controversos a essa
associacdo (Walley e Cookson, 1996). Noguchi et al. (1998) demonstraram que esse
polimorfismo pode estar associado com o desenvolvimento de asma em criancas Japonesas,

mas nao através dos niveis séricos de IgE.

O gene que codifica a cadeia IL-4Ra (IL4RA), estd localizado no cromossomo
16 (p12.1-p11.2), contém 12 éxons e foi relacionado com atopia em diferentes populacdes
(Deichmann et al.; 1998; Ober et al.; 2000). O IL4-Ra exerce uma funcdo importante na

producio e regulacdo da IgE e é um gene candidato a asma e alergia (Lee et al.; 2004).
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Gallizi et al. (1990) relataram uma variante de /L4-Ra que consiste na troca de
adenina por guanina (A-G), resultando na substituicdo de isoleucina por valina na posi¢ao
50 e tem sido associada com asma e atopia. Entretanto, alguns relatos sdo controversos
(Liu et al.; 2003; Migliaccio et al.; 2003). Mitsuyasu et al. (1998) demostraram que a
variante Ile50 aumentou STAT6 (sinal transdutor e ativador da transcri¢do 6), 1.8 vezes
mais quando comparada com a variante Val50 em células humanas e de camundongos.
Esses dados sugerem que a variante I1e50 regula a resposta do receptor para IL4, resultando
no aumento da ativacdo de STAT6, aumentando a proliferacdo de células e a producdo de
IgE. Caggana et al. (1999) estudando a freqii€éncia desse polimorfismo na populacdo de
Nova York verificou que a variante [le50 era mais prevalente na populacdo branca (87%).

No Brasil ndo hd estudos desses polimorfismos dos genes IL-4 e [L.-4Ra com a asma.

1.6- ADAM33

Van Eerdewegh et al. (2002) identificaram recentemente um novo gene
associado a asma, o ADAM33 (desintegrina e metaloprotease 33), localizado no
cromossomo 20 (p13), sendo expresso por fibroblastos pulmonares e células do musculo
liso bronquiais. Devido a sua estrutura e ao perfil de expressao celular, foi sugerido que o

ADAM33 estd associado com o remodelamento das vias aéreas em pacientes com asma.

Polimorfismos no gene ADAM33 podem acelerar a proliferacdo de células do
miusculo liso e fibroblastos, induzindo a hiper-responsividade bronquica e fibrose

subepitelial.

O gene ADAM33 € altamente polimérfico e possui aproximadamente 100 SNPs,
contendo 22 éxons que codificam uma molécula de 812 aminodcidos com 7 dominios, o
prodomineo, o catalitico, a desintegrina, o dominio rico em cisteina, o fator de crescimento
epidermal, o de transmembrana, e o citoplasmadtico; tendo funcdes de ativagdo, protedlise,
adesdo, fusao e sinalizacdo intracelular (Fig 4 a e b) (Holgate et al.; 2005). A proteina
ADAM33 pertence a uma familia de 40 proteinas ADAMSs; sendo uma metaloprotease, o
dominio catalitico tem uma liga¢do com zinco. O RNA m € preferencialmente expresso em
musculo liso, fibroblastos e miofibroblastos, mas nao no epitélio bronquial ou em células

imunes ou inflamatérias (Van Eerdewegh et al.; 2002; Howard et al.; 2003). O dominio
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catalitico de ADAM33 tem sido recentemente cristalizado e a estrutura tridimensional
determinada usando um inibidor MMP, ndo especifico para auxiliar na geracdo de cristal
(Fig 5). O sitio catalitico compartilha caracteristicas tipicas de outras MMPs com a ligagdo
de zinco, mas difere na estrutura de entrada do sitio ativo, sugerindo grande discriminagdo
na especificidade dos substratos (Orth et al.; 2004). A andlise de ADAM?33 em fibroblastos
das vias aéreas tem identificado ao menos 6 variantes alternativas de “splicing” (Fig 6),
nenhuma contendo o dominio catalitico (Holgate et al.; 2005). Esse dominio esta presente
em menos de 2% dos transcritos. A andlise das variantes de ADAM33 por “splicing”, em
bidpsias dos bronquios de individuos normais e asmdticos tem mostrado que moléculas
completas contendo o dominio catalitico sd3o a minoria, com a presenga de variantes
alternativas dominando, e ndo € clara em bidpsias a expressdo de cada variante

(Holgate et al.; 2006).

1.6.1- Associacdes de ADAM33 com Asma

E reconhecido que em pacientes com asma persistente cronica, a fungdo
pulmonar declina mais rapidamente no tempo excedente, quando comparada com
individuos normais (Dijkstra et al.; 2006). Jongepier et al. (2004) investigaram fatores
genéticos e ambientais, que possam ter contribuido para esse declineo acelerado em 200
pacientes com asma crdnica estudados anualmente por 25 anos. Eles mostraram que a
variante do polimorfismo do alelo S_2 era significantemente associado com o declineo em
excesso de VEF1 e concluiram que esta variante de ADAM33, ndo era somente importante
no desenvolvimento da asma, mas também na progressio da doenca, possibilidade
relacionada ao aumento do remodelamento das vias aéreas. Van Diemen et al. (2005)
investigaram 8 SNPs de ADAM33 em 1390 sujeitos da populacdo geral, que tiveram a
funcdo pulmonar medida durante 25 anos. Os individuos homozigotos para a variante S_2 e
Q_1 e homozigotos para S_1, tinham um acelerado declineo em VEF1. Andlises adicionais
demonstraram uma prevaléncia elevada dos SNPs F+1, S_1, S_2, e T_2 em sujeitos com
DPOC. Com base nesses relatos, as variacdes genéticas de ADAM33, além da asma podem
influenciar a razdo do declineo da fun¢cdo pulmonar na populagdo geral e mais

especificamente na DPOC (Holgate et al.; 2006).
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Estudos de associagdo entre SNPs de ADAM33 e asma tem sido realizados em
diversas populacdes: americanos africanos, hispanicos, americanos caucasoéides, holandeses
(Howard et al.; 2003), alemaes (Werner et al.; 2004) e koreanos
(Lee et al.; 2004). Entretanto, em um estudo realizado por Lind et al. (2003) ndo foi
encontrada essa associagdo com a asma na populacdao americana de Porto Rico e mexicana.
Recentemente um estudo amplo de meta-andlise envolvendo estudos publicados com
resultados positivos e negativos tem confirmado a associagdo positiva entre SNPs de
ADAM33 com asma (Blakey et al.; 2005). No Brasil, ndo hd estudos de polimorfismos de
ADAM33 e asma.
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Fig 4a- Estrutura dos dominios de ADAM33 em relacdo a suas fun¢des. Cada éxon do gene

representado por letras de A até V (Van Eerdewegh et al.; 2002).
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Fig 5- Representagdo da estrutura tridimensional da proteina ADAM33 (Orth et al.; 2004).
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Fig 6- Representacdo das variantes presentes no gene ADAM33 em splicing alternativos

em fibroblastos (Powell et al.; 2004).
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2 - OBJETIVOS

65

i}



66



Verificar em uma amostra de pacientes com asma leve, moderada e grave, uma
possivel associacdo da prevaléncia dos polimorfismos: T869C e C-509T no gene TGF-B1;
C-159T no gene CDI4; C-590T no gene IL-4; 1le50Val no gene IL-4Ra e S_2 no gene
ADAM33 com a gravidade da asma.
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3 - MATERIAL E METODOS
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3.1- Material

Foram analisados 88 escolares e adolescentes, de 7 a 18 anos de idade
(média = 10,3 anos, desvio-padrdo = 2,79 anos), pacientes do Ambulatorio de Imunologia,
Alergia e Pneumologia do Departamento de Pediatria da FCM-UNICAMP, bem como um
grupo de 202 controles (média = 34 anos, desvio-padrao = 11,3 anos), doadores de sangue

da UNICAMP, constituido por populagao saudavel triada por ficha padrao.

Foram excluidos do estudo pacientes asmaticos portadores de Fibrose Cistica
(Mucoviscidose),  pacientes  portadores de  doencas  cronicas  conhecidas
(Diabetes, Febre Reumatica, Tuberculose, AIDS e neoplasias) e recusa em participar da

pesquisa.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa - Unicamp
(Anexol). Os pacientes s6 foram incluidos no estudo ap6s ciéncia e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido pelo responsdvel legal da crianca ou adolescente

(Anexo 2).

3.2- Métodos
3.2.1- Avaliagdo clinica da asma atdpica (AA):
Foram utilizados os seguintes critérios para asma:
1) Episodios de obstrugao das vias aéreas associadas a sibilancia redicivante;
2) Evidéncia espirométrica de resposta ao uso de medicamentos beta agonistas;
3) Testes cutaneos de hipersensibilidade imediata para antigenos;
4) Aumento dos niveis séricos de IgE.

Os conceitos de asma atdpica leve, moderada e grave foram descritos
anteriomente. O conceito de gravidade obedeceram aos critérios da “American Thoracic
Society” e “Global Iniciative for Asthma”. Todos os pacientes foram consultados e sdo

acompanhados, periodicamente, pelo Dr. José Dirceu Ribeiro.
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Todos os pacientes foram submetidos aos seguintes procedimentos:

3.2.2- Extracao de DNA de leucocitos

O DNA foi extraido de células de sangue periférico, segundo o método classico

com fenol/cloroféormio (Sambrook et al; 1989) com algumas modificagdes.

Foram coletados 10 a 20 ml de sangue total em tubo estéril do tipo “vacutainer”
contendo EDTA 10% como anticoagulante. O sangue foi centrifugado a 2000 rpm por
10 min, desprezando-se o plasma. Transferiu-se 5 ml da papa de hemadcias para um tubo de
centrifuga (Falcon) e adicionou-se 5 ml do tampao TKMI (10 mM Tris HCL pH 7.6;
10mM Kcl; 10 mM MgCl,; 0,2 M EDTA) e 125 ul de Triton 100X (Nonidet P40) para lisar
as hemacias. Misturou-se varias vezes por inversao. Centrifugou-se a 2.200 rpm por 10 min
a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e, em seguida, lavou-se o creme
leucocitario em 5 ml de TKM1e centrifugou-se a 2200 rpm por 10 min. O sobrenadante foi
descartado e os leucdcitos foram ressuspensos em 800ul de tampdao TKM?2
(10 mM Tris Hcl PH 7.6; 10 mM Kcl; 10 mM MgCl, e 0.4 M de NaCl) e adicionou-se
50 ul de SDS 10%, seguido por incubagdo 55°C por 15 min. Apds essa etapa, adicionou-se
300ul de NaCl 5M, misturando-se bem para promover um aumento na molaridade que ira
desnaturar as pontes e precipitar as proteinas. Em seguida, a amostra total foi dividida para
cerca de 5 tubos de microcentrifuga (eppendorf) e, a cada um, foi adicionado: 250ul da
mistura de cloroférmio e alcool isoamilico, como também 250 ul de fenol
(1 amostra: 1 cloroférmio +  dlcool isoamilico e fenol). As amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas a 12.000 rpm por 5 min em microcentrifuga. O
sobrenadante que contém o DNA foi transferido para outro eppendorf e adicionou-se a
solucdo de cloroféormio + alcool isoamilico 1X o volume da amostra. Novamente as
amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 12.000 rpm por 5 min e o sobrenadante
foi transferido para outro eppendorf, adicionou-se em seguida 2X o volume da amostra de
etanol 100 % gelado e acetato de sodio 3 M (10% do volume total). As amostras foram

(13

mantidas no “freezer” a -20° C por 30 min ou “overnight” para precipitar o DNA. Em
seguida, a amostra foi centrifugada a 12.000 rpm por 5 min, desprezou-se o sobrenadante e

adicionou-se a0 DNA 1 ml de etanol 70 % gelado. Apos centrifugacdo a 12.000 rpm por
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5 min, o sobrenadante foi descartado e o DNA foi ressuspenso em 200ul de agua e

incubado a 37° C “overnight” para que o DNA entre em solucio.

Ap6s a extragdo de DNA foram analisados os polimorfismos descritos a seguir:

3.2.3- TGF — Bl
T869C

Ap0s a extracdo de DNA, identificamos o polimorfismo no gene TGF- I no
codon 10 na posicdo + 869, através da técnica de ARMS (Sistema de amplificagdo de
mutagdo refrataria). Mutagdes conhecidas podem ser identificadas pelo desenho de trés
primers, um especifico para o alelo mutante, o outro especifico para o alelo selvagem e o
terceiro € especifico da regido flanqueadora (conservada) do éxon e que serd o primer que
vai encaminhar a amplificacdo da fita no sentido direto. O desenho ¢ realizado de maneira
que o primer especifico para o alelo mutante termina com a base mutada na extremidade 3’
e o primer especifico para o alelo selvagem termina com a base normal em sua extremidade

3’, funcionando como uma sonda alelo especifica.
Os primers utilizados na reag¢ao segundo Perrey et al. (1999) foram:
TGF - p1 Cédon 10
Primer Geral (sense): 5’'- tccgtgggatactgagacac- 3”
Primer C (antisense): 5'- gcagcggtagcagcageg- 3’
Primer T (antisense): 5'- agcagcggtagcagcagea- 3”
(Produto do PCR = 241bp)
Primer 1 (controle interno): 5'- gccttcccaaccattecectta- 3°
Primer 2 (controle interno) : 5'- tcacggatttctgttgtgtttc - 3”
(Produto do PCR = 429bp)

Os primers controle amplificam o gene do horménio de crescimento.
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O DNA foi amplificado em um volume final de 50 pl de reagdo. A
concentragdo final dos reagentes foi: 30 pmol de cada primer (primer geral, um dos dois
primers especificos, primers de controle interno) 200 uM de cada nucleotideo
(dATP, dCTP, dTTP e dGTP),; 1U Taq DNA polimerase; tampao da enzima
(50 mM Tris-HCI pH 8,3; 1,5 mM Kcl e 1,5 mM MgCl) e 1 ug de DNA genomico.

O programa do termociclador de PCR consistiu numa desnaturacdo inicial a

95°C por 5 minutos, seguida pelos seguintes passos:
I- 95°C 1 min
2- 63°C 1 min = aleloT
3-72°C 2 min
4-35X passos12e3
5-72°C 1 min
Onde para o alelo C, a temperatura utilizada para o pareamento dos primers foi de 61°C.

O produto amplificado foi analisado em gel de agarose a 1.5% (Fig 7).

Analise de T869C (TGF-1)

Figura 7- Anélise do polimorfismo T869C

Colunas 1 e 2 analise do alelo C, 3, 4 € 5 analise do alelo T
Colunas 1, 3 — é o mesmo individuo e apresenta o genotipo CT
Colunas 2, 4 — é o mesmo individuo ¢ apresenta o genotipo CC

Coluna 6 — ladder de 100 bp
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C-509T

A andlise desse polimorfismo foi realizada pelo método de PCR + digestao
enzimatica (Silverman et al.; 2004). Um fragmento de 406 bp foi produzido por 35 ciclos

de PCR, com os seguintes primers:
5’-CCGCTTCTGTCCTTTCTAGG- 3’ sense
5’-AAAGCGGGTGATCCAGATG- 3’ antisense

Os componentes da reacdo de amplificagdo foram 30 pmol de cada primer,
200 uM de cada nucleotideo (dATP, dCTP, dTTP e dGTP), 1U Taq DNA polimerase;
tampao da enzima (50 mM Tris-HCI pH 8,3; 1,5 mM Kcl e 1,5 mM MgCl) e 1 ug de DNA
gendmico. Apos a PCR, 15ul do produto amplificado foi digerido com a enzima Eco 811
(Saul) a 37 °C por trés horas. Apos a digestdo, a amostra foi submetida a eletroforese em
gel de acrilamida a 12% e corada com brometo de etideo para a visualizacdo das bandas.
Individuos com o gendtipo CC produzem fragmentos de 223bp, 183bp. Os homozigotos TT

produzem fragmentos de 406 bp e os heterozigotos CT produzem os trés fragmentos
(Fig 8).
O programa do termociclador de PCR consistiu numa desnaturacdo inicial a

95°C por 5 minutos, seguida pelos seguintes passos:
1-95°C 1 min
2-55°C 1 min
3-72°C 2 min
4-35X passos12e3

5-72°C 1 min
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Analise de C509T (TGF-1)

1 2 3 4

-
[ =
1060y —» -

V15 pl digestao com a

enzima Eco 811(Sau 1)
223 bp — — ’ a 370C
—

. o
183 b
P v poliacrilamida 12%

Figura 8- Analise do polimorfismo C509T

Coluna 1- individuo com gendtipo TT
Colunas 2,3- individuos com o genétipo CT

Coluna 4- ladder de 50 bp

3.2.4-CDl14
C-159T

Ap6s a extracdo de DNA, a genotipagem desse polimorfismo foi realizada de
acordo com o protocolo descrito por Kedda et al. (2005). A reagdo em cadeia da polimerase
foi realizada utilizando-se 200 uM dNTP, 2 mM MgClI2, tampdo de PCR 1X, 1U de Taq
DNA polimerase, 20 pmol do primer sense 5- GCCTCTGACAGTTTATGTAATC-3" e
do primer antisense 5'- GTGCCAACAGATGAGGTTCAC -3".

Apb6s a PCR, usamos uma enzima de restricdo para digerir o fragmento
amplificado com a enzima Avall que reconhece a seqliéncia GGTCC, presente somente nos
fragmentos amplificados contendo o alelo T. O produto foi analisado em gel de agarose a
1,5%. O produto nio digerido apresentou um fragmento de 497bp (alelo C). E os produtos
digeridos (alelo T) apresentaram fragmentos de 144 ¢ 353bp (Fig 9).
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O programa do termociclador de PCR consistiu numa desnaturagdo inicial a

95°C por 5 minutos, seguida pelos seguintes passos:
1-95°C 1 min
2-58°C 1 min
3-72°C 2 min
4-35X passos12e3
5-72°C 1 min

Analise de C-159T (CD14)

1 2 3 4 5 6

—> 497bp | V15 pl digestio com
—» 353bp | aenzima (4va II)
a 370C

144bp |  Agarose 1,5%

Figura 9- Analise do polimorfismo C-159T

Coluna 1- ladder de 100bp
Coluna 2- controle nao digerido (PCR)
Colunas 3, 5- individuos com o genoétipo CC

Colunas 4, 6- individuos com o gendtipo TT
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3.2.5-1L-4
C-590T

A analise desse polimorfismo foi realizada por PCR + digestdo enzimatica
(Hoebee et al.; 2003). Os componentes da reacdo de amplificacdo foram 30 pmol de cada
primer, 200 uM de cada nucleotideo (dATP, dCTP, dTTP e dGTP), 1U Taq DNA
polimerase; tampao da enzima (50 mM Tris-HCI pH 8,3; 1,5 mM Kcl e 1,5 mM MgCl) e 1
ug de DNA genomico.

Os primers utilizados foram:
5’-TAAACTTGGGAGAACATGGT- 3’
5’- TGGGGAAAGATAGAGTAATA - 3’

Apds a PCR de 195 bp, foi realizada a digestdo enzimatica com 15 ul da PCR,
utilizando-se a enzima Avall, que digeriu o alelo -590C em fragmentos de 177 e 19 bp. O

produto da digestao foi testado em gel de poliacrilamida a 7% (Fig 10).

O programa do termociclador de PCR consistiu numa desnaturagdo inicial a

95°C por 5 minutos, seguida pelos seguintes passos:
1-95°C 1 min
2-51°C 1 min
3-72°C 2 min
4-35X passos12e3

5-72°C 1 min
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Analise de C-590T (IL4)

2 3 4 5 6 7

y :""' LH ¢ 195bp | 15 pl digestiio com a

Mo N —— 177 bp enzima (Ava II)
a 370C

\ poliacrilamida 7%

’ (wa

f

Figura 10- Anélise do polimorfismo C-590T

Coluna 1 - ladder de 50 bp
Coluna 2, 3, 4, 6- individuo com o genotipo CT
Coluna 5- individuo que apresenta o genotipo TT

Coluna 7- individuo que apresenta o gendtipo CC

3.2.6- IL-4Ra
IleS0Val

Para esse polimorfismo (A-G) foi utilizada a mesma reacdo de PCR do
polimorfismo C-590T, alterando-se somente a temperatura de pareamento dos primers para

62°C. Os primers utilizados foram:
5’- GGCAGGTGTGAGGAGCATCC- 3’

5’- GCCTCCGTTGTTCTCAGGTA -3’
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Apb6s a PCR de 273 bp foi realizada a digestdo enzimatica com 15 ul da
amostra, utilizando-se a enzima Rsal, que digeriu o alelo 50Val em fragmentos de 254 e

19 bp. O produto da digestao foi testado em gel de poliacrilamida a 7% (Fig 11).

Analise de ILe50Val ( IL-4Ra)

V15 pl digestao com a
enzima (Rsal)
a 370C

- S \ poliacrilamida 7%

Figura 11- Analise do polimorfismo ILe50Val
Coluna 1- Controle ndo digerido
Coluna 2, 4, 5- individuo com o genétipo Ile/Val
Coluna 3- individuo que apresenta o genotipo Val/Val
Coluna 6- individuo que apresenta o gendtipo Ile/Ile

Coluna 8 - ladder de 50 bp

3.2.7- ADAM33
S 2

A identificacdo desse polimorfismo foi realizada por PCR+ digestao
enzimatica. Os componentes da reagdo de amplificacdo foram 30 pmol de cada primer, 200
uM de cada nucleotideo (dATP, dCTP, dTTP e dGTP), 1U Taq DNA polimerase; tampao
da enzima (50 mM Tris-HCI pH 8,3; 1,5 mM Kcl e 1,5 mM MgCl) e 1 ug de DNA

gendmico.
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Os primers utilizados segundo, Diemen et al. (2005) foram:
5’- CGCAGACCATGACACCTTCCT - 3’
5’-GCACGCAGGGTCCCTTCT - 3°

Apo6s a PCR com a formacgao de fragmentos de 148 bp foi realizada a digestao
enzimadtica utilizando-sel5 ul da amostra e a enzima Hinp 1, que reconhece o alelo C e
digere os fragmentos em 63 e 85 bp. O produto da digestdo foi testado em gel de acrilamida

a 12% (Fig 12).

O programa do termociclador de PCR consistiu numa desnaturagdo inicial a

95°C por 5 minutos, seguida pelos seguintes passos:
I- 95°C 1 min
2-58°C 1 min
3-72°C 2 min
4-35X passos12e3
5-72°C 1 min

Analise de S_2 (ADAM33)

\ 15 pl digestiio com a
enzima (Hinpl)
a 370C

\ poliacrilamida 12%

Figura 12- Anélise do polimorfismo S 2

Colunas 1 e 6- individuos com o gen6tipo CC
Coluna 2- individuo que apresenta o genoétipo CG
Colunas 3, 4, 5- individuos com o genotipo GG

Coluna 7-ladder de 50 bp
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3.2.8- Analise dos dados

A andlise da associacdo das variagdes entre os pacientes asmaticos € 0 grupo
controle foram feitas através do teste Qui-Quadrado e o célculo de OR (“Odds Ratio”). A
diferenca entre os grupos foi estatisticamente significativa quando o valor de p do teste

aplicado foi < 0,05.
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4 - RESULTADOS
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4.1- Caracterizacio da amostra

Foram analisados 88 pacientes asmaticos, sendo 27 com asma leve, 23 com
asma moderada e 38 com asma grave (Tabela 2), assim como 202 controles. Com relagcdo
ao grupo étnico, 92% dos pacientes foram brancos, 7% pardos e 1% negros (Gréfico 1). O
grupo de pacientes foi constituido por 47 % homens e 53 % mulheres (Gréafico2). Com
relacdo ao grupo controle, 79.2% foram brancos, 20.3% negros e 0.5% amarelos
(Gréfico 3). Quanto ao género, o grupo controle foi constituido por 58% homens e 42%

mulheres (Grafico 4).

Tabela 2- Distribuicdo de pacientes asmaticos leves, moderados e graves quanto ao género
e idade, provenientes do Ambulatério de Imunologia, Alergia e Pneumologia do
Departamento de Pediatria da FCM - UNICAMP (G-Asma Grave,
M - Asma Moderada e L - Asma Leve)

Paciente no. Nome Género Idade Tipo de Asma
01 FVM M 13 G
02 DBM M 15 G
03 RAC M 12 G
04 ARM M 12 G
05 FCM M 13 G
06 JACA F 14 G
07 CBA F 18 G
08 AAC F 13 G
09 GIA M 9 G
10 TRNB F 11 G
11 SRF M 10 G
12 AAL F 11 G
13 EGA M 18 G
14 KBP F 15 G
15 KMBP F 7 G
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SMG

16

15

JFA

17

10

MMS

18

MDV

19

15

LGV

20

12

TGV

21

10

DGV

22

19

FAGP

23

KBP

24

12

KABP

25

10

DNF

26

11

GVN

27

ALC

28

11

AAM

29

10

BBC

30

AMS

31

BLF

32

11

RADM

33

LLOC

34

13

LPS

35

11

TAS

36

PIGS

37

10

RPC

38

AM

39

14

LRLJ

40

11

ASS

41

ICP

42
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43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

DG

DAG

LFSB

EPT

IFB

ES

JRCT

EA

ACF

FSC

LMS

BFN

JHSN

DVP

CC

KVAL

DCS

ASF

KGP

AV

LMAN

GM

BHFP

LNR

CGS

FDS

ACC

12

10

10

10

10

12

10

10

14

10

10

12

11

12

12

12
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70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

AC

IRG

GLBR

GSB

LEG

JVO

JHR

YCN

BPL

RAO

PMR

LCB

FAR

TRN

RFO

BCS

MAF

MMR

FML

11

10

10

10

13

13

10

13

10
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1 negro

6 ?‘;1‘17/:1)05 1%)
E brancos
O pardos
I negros

81 brancos
(92%)

Grafico 1- Distribuicdio dos pacientes asmaticos, provenientes do Ambulatério de
Imunologia, Alergia e Pneumologia do Departamento de Pediatria da

FCM-UNICAMP, quanto a raga.

47 Mulheres 41 Homens
(53%) (47 %)

E Masculino

O Feminino

Grafico 2- Distribuicdo dos pacientes asmaticos, provenientes do Ambulatério de
Imunologia, Alergia e Pneumologia do Departamento de Pediatria da

FCM-UNICAMP, quanto ao género.
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41 negros

1 amarelos
(20.3%) (0.5%)
E brancos
I negros
O amarelos

160 brancos
(79.2%)

Griéfico 3- Distribui¢ao do grupo controle quanto a raga

85 Mulheres
(42%)

117 Homens
(58%)

[ Masculino

[J Feminino

Grifico 4- Distribui¢ao do grupo controle quanto ao género
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4.2- Analise das mutacoes
4.2.1- TGF-B1 - T869C

Com relacdo ao polimorfismo T869C do gene TGF-fI, a amostra de pacientes
asmaticos estava em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) (X(Z)Z: 2,83 P=0,24). A amostra
controle nao estda em EHW (X(z)2 =10,58 P=0,005). Quando se comparou a freqiiéncia
alélica e genotipica dos pacientes asmaticos com o grupo controle, ndo se observou uma
diferenca significativa (Tabelas 3 e 4). Quanto a distribuicdo alélica por gravidade da asma
em relacdo ao grupo controle ndo encontramos diferencga significativa (Tabela 5). Quando
se comparou a distribuicdo da freqii€ncia genotipica quanto a gravidade da asma com o
grupo controle se observou uma diferenca significativa em relagdo a asma grave e o grupo
controle (p= 0,007) e constatamos diferenca significativa ao comparar a asma moderada
com asma grave (p= 0,012) e a asma leve com a asma grave (p= 0,012) (Tabela 6). Ao
comparar a distribui¢do da freqiiéncia genotipica da asma grave com o grupo controle se
observou uma diferenca significativa em relacdo aos genétipos TC e CC, sendo o genétipo
CC um fator de risco para a asma grave (p= 0,005; OR= 2,99(1,25-7,09)) (Tabela 7). Na
Tabela 8, foi comparada a distribuicdo da freqii€éncia genotipica por gravidade da asma
somente nos pacientes e foi observada uma diferenca significativa entre os genétipos TC e

CC.

Tabela 3- Comparacao da freqiiéncia alélica do polimorfismo T869C do gene TGF-pI

entre pacientes asmaticos e o grupo controle

Alelo Pacientes Controle
T 91 (51.7%) 218 (53.9%)
C 85 (48.3%) 186 (46%)
Total 176 404

X)’= 0,25 P=0,61 OR=0,91 (0,63-1,32)
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Tabela 4- Comparacgao da freqiiéncia genotipica do polimorfismo T869C do gene TGF-pI

entre pacientes asmaticos e o grupo controle

Genétipo Amostra Controle
TT 18 (20.4%) 43 (21.3%)
TC 55 (62.5%) 132 (65.3%)
CC 15 (17%) 27 (13.3%)

Total 88 202

X0, =0,67 P=0,71

Tabela 5- Distribuicdo da freqiiéncia alélica por gravidade da asma quanto ao

polimorfismo T869C do gene TGF- I

Alelo Asma leve Asma moderada Asma grave Controle
T 29 (53.7%) 26 (56.5%) 36 (47.3%) 218 (54%)
C 25 (46.3%) 20 (43.5%) 40 (52.6%) 186 (46%)

Total 54 46 76 404

Xy =1,34 P=0,719

Tabela 6- Distribuicdo da freqiiéncia genotipica por gravidade da asma quanto ao

polimorfismo T869C do gene TGF- I

Genétipo Asma leve Asma moderada Asma grave Controle
TT 4 (14.8%) 4 (17.4%) 10 (26.3%) 43 (21.3%)
TC 21 (77.7%) 18 (78.2%) 16 (42.1%) 132 (65.3%)
CC 2 (7.4%) 1 (4.3%) 12 (31.6%) 27 (13.4%)

Total 27 23 38 202

L x C =X, =1,70 P=0,42
M x C = X5°=2,02 P=0,36
G x C = X5)°=9,70 P=0,007
L x M = X(,>=0,25 P=0,88
M x G = X(»>=8,84 P=0,012
L x G = X>=8,78 P=0,012
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Tabela 7- Comparacdo da distribuicdo da freqiiéncia genotipica da asma grave com o

grupo controle quanto ao polimorfismo T869C do gene TGF-fI

Genétipo Asma grave Controle X2 P ORIC)
TT 10 (26,3%) 43 (21.3%) 0,47 0,49 1,32 (0,55-3,11)
TC 16 (42.1%) 132 (65.3%) 7,31 0,006 0,39 (0,18-0,82)
CcC 12 (31.5%) 27 (13.3%) 7,80 0,005 2,99 (1,25-7,09)

Total 38 202 - - -

Tabela 8- Distribuicdo da freqiiéncia genotipica por gravidade da asma II quanto ao

polimorfismo T869C do gene TGF-p1

Genétipo Leve/moderada Grave X2 P OR (IC)
TT 8 (16%) 10 (26.3%) 1,41 0,23 0,53 (0,16-1,72)
TC 39 (78%) 16 (42.1%) 11,07 0,0005 4,88 (1,76-13,76)
CcC 3 (6%) 12 (31.6%) 9,99 0,0015 0,14 (0,002-0,59)
Total 50 38 - - -

X, =13,86 P=0,00097

4.2.1.1- C509T (TGF-p1)

Com relacdo ao polimorfismo C509T do gene TGF-pI, a amostra de pacientes
asmaticos estava em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) (X(2)2= 0 P=1), bem como a
amostra controle (X¢)® =1,79 P=0,41). Quando se comparou a freqiiéncia alélica e
genotipica dos pacientes asmdticos com o grupo controle, ndo se observou uma diferenca
significativa (Tabelas 9 €10). Quanto a distribui¢do das freqii€ncias alélica e genotipica por
gravidade da asma em relacdo ao grupo controle e entre os grupos de gravidade, ndo

encontramos diferenca significativa (Tabelas 11 a 13).
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Tabela 9- Comparagdo da freqiiéncia alélica do polimorfismo C509T do gene TGF-pI

entre pacientes asmaticos e o grupo controle

Alelo Pacientes Controle
C 106 (60.2%) 228 (56.4%)
T 70 (39.8%) 176 (43.5%)

Total 176 404

X)>=0,72 P=0,39 OR=1,17 (0,8-1,71)

Tabela 10- Comparacio da freqii€ncia genotipica do polimorfismo C509T do gene TGF-fI

entre pacientes asmaticos e o grupo controle

Genétipo Amostra Controle
CC 32 (36.4%) 58 (28.7%)
CT 42 (47.7%) 112 (55.4%)
TT 14 (16%) 32 (15.8%)

Total 88 202

X0y =1,84 P=0,39

Tabela 11- Distribuicdo da freqiiéncia alélica por gravidade da asma quanto ao

polimorfismo C509T do gene TGF-p1

Alelo Asma leve Asma moderada Asma grave Controle
C 37 (68.5%) 24 (52.1%) 45 (59.2%) 228 (56.4%)
T 17 31.5%) 22 (47.8%) 31 (40.8%) 176 (43.6%)

Total 54 46 76 404

Xy =3,50 P=0,32
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Tabela 12- Distribuicdo da freqiiéncia genotipica por gravidade da asma quanto ao

polimorfismo C509T do gene TGF-p1

Gendétipo Asma leve Asma moderada Asma grave Controle
CC 12 (44.4%) 6 (26%) 14 (36.9%) 58 (28.7%)
CT 13 (48.1%) 12 (52.2%) 17 (44.7%) 112 (55.4%)
TT 2 (7.4%) 5(21.7%) 7 (30.4%) 32 (15.8%)

Total 27 23 38 202

L x C =X’ =3,30 P=0,19
M x C = X5 =0,53 P=0,76
G x C =X’ =1,52 P=0,46
L x M = X;,°=3,03 P=0,22
M x G = X5)°=0,75 P=0,68
L x G = X’ =1,65 P=0.43

Tabela 13- Distribuicdo da freqiiéncia genotipica por gravidade da asma II quanto ao

polimorfismo C-509T do gene TGF-pI

Genétipo Leve/moderada Grave
CC 18 (36%) 14 (36.9%)
CT 25 (50%) 17 (44.7%)
TT 7 (14%) 7 (30.4%)

Total 50 38

X0, =0,39 P=0,82

4.2.2- C-159T (CD14)

Com relag@o ao polimorfismo C-159T do gene CDI4, a amostra de pacientes
estava em EHW (X(2)2= 0,21 P=0,90). A amostra controle ndao estava em EHW
(X(z)2 =18,72 P=0,00008). Foi observada uma diferenca significativa, ao comparar a
freqiiéncia alélica dos pacientes asmadticos com o grupo controle (p=0,028; OR=1,49
(1,02-2,17)), com um aumento do alelo T na amostra de pacientes (Tabela 14), com relacao
a freqiiéncia genotipica, os gendtipos CT e TT foram estatisticamente significantes, sendo

que o gendtipo TT apresentou um fator de risco na asma (p=0,0000007 OR= 7,13
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(2,81-18,59)) (Tabela 15). Na Tabela 16, quando se fez a comparacdo da distribuicdo da
freqiiéncia alélica por gravidade em pacientes com asma e o grupo controle, ndo se
observou um resultado significativo, mas ao se realizar a distribuicio da freqiiéncia
genotipica por gravidade, houve uma diferenga estatistica em relagdo a asma moderada e
grave com o grupo controle (Tabela 17). Quando se comparou a distribui¢cdo da freqii€ncia
genotipica da asma grave com o grupo controle foi observado um resultado significativo
com gendtipos TT e CT em relacdo a asma grave, constatamos que o genétipo TT
representou um fator de risco para a asma grave (p= 0,000; OR=11,19 (3,74-34,24))
(Tabelal8). Na Tabela 19, ao fazer a distribui¢do da freqiiéncia genotipica por gravidade da

asma, somente entre asmaticos, nao foi observada uma diferenca significativa.

Tabela 14- Comparacdo da freqiiéncia alélica do polimorfismo C-159T do gene CDI14

entre pacientes asmaticos € o grupo controle

Alelo Pacientes Controle
T 81 (46%) 147 (36.4%)
C 95 (54%) 257 (63.6%)
Total 176 404

X<|)2= 4,77 P=0,028 OR=1,49 (1,02-2,17)

Tabela 15- Comparacio da freqiiéncia genotipica do polimorfismo C-159T do gene CD14

entre pacientes asmaticos e o grupo controle

Genétipo Amostra Controle X2 P OR (IC)
TT 20 (22.7%) 8 (4%) 24,75 0,0000007 7,13 (2,81-18,59)
CT 41 (46.6%) 131 (64.8%) 8,47 0,0036 0,47 (0,28-0,81)
CC 27 (30.7%) 63 (31.2%) 0,01 0,9317 0,98 (0,55-1,74)
Total 88 202 - - -

X =25,81 P=0,0000024
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Tabela 16- Distribuicdo da freqiiéncia alélica por gravidade

polimorfismo C-159T do gene CD14

da asma quanto ao

Alelo Asma leve Asma moderada Asma grave Controle
T 24 (44.4%) 19 (41.3%) 38 (50%) 147 (36.4%)
C 30 (55.5%) 27 (58.7%) 38 (50%) 257 (63.6%)

Total 54 46 76 404

X =5,76 P=0,12

Tabela 17- Distribuicdo da freqii€ncia genotipica

polimorfismo C-159T do gene CD14

por gravidade da asma quanto ao

Genétipo Asma leve Asma moderada Asma grave Controle
TT 4 (14.8%) 4 (17.4%) 12 (31.6%) 8 (4%)
CT 16 (59.2%) 11 (47.8%) 14 (36.8%) 131 (64.8%)
CC 7 (26%) 8 (34.8%) 12 (31.6%) 63 (31.2%)

Total 27 23 38 202

L x C = X»"=5,69 P=0,05
M x C = X(5,°=8,02 P=0,01
G x C = X(»> =33,43 P=0,00000006
L x M = X, =0,68 P=0,71
M x G = X’ =1,57 P=0,45
L x G = Xp,>=3,69 P=0,15
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Tabela 18- Comparacdo da distribuicdo da freqiiéncia genotipica da asma grave com o

grupo controle quanto ao polimorfismo C-159T do gene CD14

Genotipo Asma grave Controle X2 | OR (IC)
TT 12 (31.6%) 8 (4%) 31,94 0,000 11,19 (3,74-34,24)
CT 14 (36.8%) 131 (64.8%) 10,49 0,001 0,32 (0,14-0,69)
CC 12 (31.6%) 63 (31.2%) 0,02 0,88 1,02 (0,45-2,27)
Total 38 202 - - -

Tabela 19- Distribuicdo da freqiiéncia genotipica por gravidade da asma II quanto ao

polimorfismo C-159T do gene CD14

Genotipo Leve/moderada Grave X2 P OR (I0O)
TT 8 (16%) 12 (31.6%) 2,98 0,08 0,41 (0,13-1,27)
CT 27 (54%) 14 (36.8%) 2,55 0,10 2,01 (0,78-5,24)
CC 15 (30%) 12 (31.6%) 0,03 0,87 0,93 (0,34-2,55)

Total 50 38 - - -

X0y =3,69 P=0,15

4.2.3- Tle50Val (IL4R)

Com relag@o ao polimorfismo Ile50Val do gene IL4R, a amostra de pacientes
(X(2)2: 1,47 P=0,47) e controle (X(2)2 =0,11 P=0,94) estavam em EHW. Ao comparar a
freqiiéncia alélica e genotipica entre os pacientes asmaticos e grupo controle ndo foi
observada diferenca estatistica significativa (Tabelas 20 e 21). Ao analisar a distribui¢do da
freqii€éncia alélica por gravidade, ndo foi observado um resultado significante (Tabela 22),
mas quando foi realizada a distribui¢do da freqii€ncia genotipica por gravidade da asma, ao
comparar a asma leve com a asma grave foi observada diferenca estatistica significante
com o genodtipo Val/Val em relacdo a asma leve, constatamos que o genétipo Val/Val
representou um fator de risco para a asma leve (p=0,003; OR=9,0(1,54-90,89))
(Tabelas 23, 24). Com relacdo a distribuicdo da freqiiéncia genotipica somente entre os

grupos de gravidade, ndo se observou resultado significativo (Tabela 25).
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Tabela 20- Comparacdo da freqiiéncia alélica do polimorfismo Ile50Val do gene IL4R

entre pacientes asmaticos e o grupo controle

Alelo Pacientes Controle
Val 84 (47.7%) 174 (43%)
Ile 92 (52.3%) 230 (57%)

Total 176 404

X' = 1,08 P=0,29 OR=1,21 (0,83-1,75)

Tabela 21- Comparacdo da freqii€ncia genotipica do polimorfismo Ile50Val do gene IL4R

entre pacientes asmaticos € o grupo controle

Genétipo Amostra Controle
Val/Val 16 (18.2%) 39 (19.3%)
Val/lle 52 (59%) 96 (47.5%)

Tle/Tle 20 (22.7%) 67 (33.2%)
Total 88 202

X =3,88 P=0,14

Tabela 22- Distribuicio da freqiiéncia alélica por gravidade da asma quanto ao

polimorfismo Ile50Val do gene IL4R

Alelo Asma leve Asma moderada Asma grave Controle
Val 32 (59.3%) 23 (50%) 29 (38.2%) 174 (43%)
Ile 22 (40.7%) 23 (50%) 47 (61.8%) 230 (57%)

Total 54 46 76 404

X3y =6,90 P=0,07
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Tabela 23- Distribuicdo da freqiiéncia genotipica por gravidade da asma quanto ao

polimorfismo Ile50Val do gene IL4R

Genétipo Asma leve Asma moderada Asma grave Controle
Val/Val 9 (33.3%) 5(21.7%) 2(5.2%) 39 (19.3%)
Val/le 14 (51.9%) 13 (56.5%) 25 (65.8%) 96 (47.5%)
Ile/lle 4 (14.8%) 5(21.7%) 11 (29%) 67 (33.2%)

Total 27 23 38 202

L x C =X, =4,92 P=0,085
M x C = X»°=1,25 P=0,53
G x C = X5,° =5,98 P=0,05
L x M = X,>=0,98 P=0,61
M x G = X(,>=3,87 P=0,14
L x G = X5°=9,25 P=0,009

Tabela 24- Comparacdo da distribui¢do da freqiiéncia genotipica da asma leve com a asma

grave quanto ao polimorfismo Ile50Val do gene IL4R

Genétipo Asma leve Asma grave X2 P OR (IC)
Val/Val 9 (33.3%) 2 (5.2%) 8,85 0,003 9,0 (1,54-90,89)
Val/lle 14 (51.9%) 25 (65.8%) 1,28 0,25 0,56 (0,18-1,73)
Ile/Ile 4 (14.8%) 11 (29%) 1,78 0,18 0,43 (0,09-1,72)

Total 27 38 - -

Tabela 25- Distribuicdo da freqiiéncia genotipica por gravidade da asma II quanto ao

polimorfismo Ile50Val do gene IL4R

Genétipo Leve/moderada Grave X2 P OR (IC)
Val/Val 14 (28%) 2 (5.2%) 7,50 0,06 7,0 (1,42-66,61)
Val/lle 27 (54%) 25 (65.8%) 1,24 0,26 0,61 (0,23-1,59)

lelle 9 (18%) 11 (29%) 1,47 0,22 0,54 (0,18-1,64)
Total 50 38 - -

X =7.79 P=0,02
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4.2.4- C-590T (IL4)

Em relagdo ao polimorfismo C-590T do gene IL4, a amostra de pacientes
(X(2)2= 0,06 P=0,96) e controle (X(z)2 =1,27 P=0,53) estavam em EHW. Nas Tabelas 26 e
27 ao fazer a distribuicdo das freqiiéncias alélica e genotipica de asméticos e comparar com
controles, ndo houve resultado significativo. Ao fazer a andlise da distribuicdo das
freqii€ncias alélicas e genotipicas por gravidade entre os pacientes asmaticos em relagio ao
grupo controle, ndo houve uma diferenca significativa (28 29). Na tabela 30, ndo houve
significancia ao fazer a comparacdo da distribuicdo da freqii€éncia genotipica entre os

grupos de gravidade da asma.

Tabela 26- Comparagdo da freqiiéncia alélica do polimorfismo C-590T do gene /L4 entre

pacientes asmdticos € o grupo controle

Alelo Pacientes Controle
C 117 (66.5%) 242 (60%)
T 59 (33.5%) 162 (40%)
Total 176 404

Xy =225 P=0,13 OR=1,33 (0,90-1,96)

Tabela 27- Comparacdo da freqiiéncia genotipica do polimorfismo C-590T do gene IL4

entre pacientes asmaticos e o grupo controle

Genétipo Amostra Controle
CcC 38 (43.1%) 67 (33.1%)
CT 41 (46.6%) 108 (53.5%)
TT 09 (10.2%) 27 (13.4%)
Total 88 202

Xy =2,75 P=0,25
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Tabela 28- Distribuicdo da freqiiéncia alélica por gravidade da asma quanto ao

polimorfismo C-590T do gene IL4

Alelo Asma leve Asma moderada Asma grave Controle
C 31 (57.4%) 31 (67.4%) 55 (72.3%) 242 (60%)
T 23 (42.6%) 15 (32.6%) 21 (27.6%) 162 (40%)

Total 54 46 76 404

X =5,27 P=0,15

Tabela 29- Distribuicdo da freqiiéncia genotipica por gravidade da asma quanto ao

polimorfismo C-590T do gene IL4

Genétipo Asma leve Asma moderada Asma grave Controle
CC 9 (33.3%) 10 (43.5%) 19 (50%) 67 (33.1%)
CT 13 (48.1%) 11 (47.8%) 17 (44.7%) 108 (53.5%)
TT 5 (18.5%) 2 (8.7%) 2 (5.3%) 27 (13.4%)

Total 27 23 38 202

L x C = X" =0,58 P=0,74
M x C = X5,°=1,12 P=0,57
G x C = X5, =4,73 P=0,09
L x M =X, =1,19 P=0,55
M x G = X>=0,42 P=0,81
L x G =X’ =3,63 P=0,16

Tabela 30- Distribuicdo da freqiiéncia genotipica por gravidade da asma II quanto ao

polimorfismo C-590T do gene IL4

Gendtipo Leve/moderada Grave
CC 19 (38%) 19 (50%)
CT 24 (48%) 17 (44.7%)
TT 7 (14%) 2 (5.3%)

Total 50 38

X =2.38 P=0,30
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4.2.5- S_2 (ADAM33)

Em relacdo ao polimorfismo S-2 do gene ADAM33, a amostra de pacientes
estava em EHW (X(2)2= 0,11 P=0,94). A amostra controle nao estava em EHW
(X(z)2 =19,50 P=0,000058). Ao realizarmos a comparacdo da freqiiéncia alélica entre
pacientes asmdticos e o grupo controle, nio se observou um resultado significativo
(Tabela 31). Na tabela 32 ao realizar a comparacdo da freqiiéncia genotipica entre pacientes
asmaticos e o grupo controle foi observado um valor significativo em relagdo aos genoétipos
GG, GC e CC. Na distribuicao da freqiiéncia alélica por gravidade de asma em relagcdo ao
grupo controle, ndo se teve um resultado significativo (Tabela 33), mas quando foi
realizada a andlise da distribuicdo da freqiiéncia genotipica por gravidade da asma, foi
observado um resultado significativo em relacdo a asma leve e a asma grave com 0 grupo
controle (Tabela 34). Na tabela 35, quando foi comparada a distribui¢do genotipica da asma
leve com o grupo controle, foi observado um resultado significativo em relacdo aos
gendtipos GG, GC e CC. Constatamos que o gendtipo CC representou um fator de risco
para a asma leve (p=0,01; OR= 3,95(1,08-13,47)). Na tabela 36 quando se comparou a
distribuicdo genotipica da asma grave com o grupo controle foi observado um resultado
significativo em relacdo ao genétipo GC. Na tabela 37 quando foi realizada a distribuicao

genotipica somente entre os asmdticos, ndo houve resultado significativo.

Tabela 31- Comparacao da freqii€ncia alélica do polimorfismo S_2 do gene ADAM33 entre

pacientes asmdticos € o grupo controle

Alelo Pacientes Controle
G 116 (66%) 246 (60%)
C 60 (34%) 158 (40%)

Total 176 404

X, = 1,32 P=0,25 OR=0,81 (0,55-1,19)
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Tabela 32- Comparacdo da freqii€éncia genotipica do polimorfismo S_2 do gene ADAM33

entre pacientes asmaticos e o grupo controle

Genoétipo Amostra Controle X2 P OR (IOC)
GG 39 (44.3%) 55 (27.2%) 8,17 0,004 3,13 (1,22-3,71)
GC 38 (43.1%) 136 (67.3%) 14,89 0,0001 0,37 (0,21-0,64)
CC 11 (12.5%) 11 (5.4%) 4,35 0,03 2,48 (0,95-6,46)

Total 88 202 - - -

X =15,50 P=0,0004

Tabela 33- Distribuicio da freqiiéncia alélica por gravidade da asma quanto ao

polimorfismo S_2 do gene ADAM33

Alelo Asma leve Asma moderada Asma grave Controle
G 35 (64.8%) 32 (69.5%) 49 (64.5%) 246 (60%)
C 19 (35.1%) 14 (30.4%) 27 (35.5%) 158 (40%)

Total 54 46 76 404

Xy =1,67 P=0,64

Tabela 34- Distribuicdo da freqiiéncia genotipica por gravidade da asma quanto ao

polimorfismo S_2 do gene ADAM33

Gendétipo Asma leve Asma moderada Asma grave Controle
GG 13 (48.1%) 10 (43.5%) 16 (42.1%) 55 (27.2%)
GC 9 (33.3%) 12 (52.1%) 17 (44.7%) 136 (67.3%)
CC 5 (18.5%) 1 (4.3%) 5(13.2%) 11 (5.4%)

Total 27 23 38 202

L x C = X, =13,68 P=0,001
M x C = X5 =2,65 P=0,26
G x C = X =7,81 P=0,02
L x M = X(;>=3,19 P=0,20
M x G = X" =1,30 P=0,52
L x G = X5 =0,94 P=0,62
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Tabela 35- Comparacido da distribui¢do da freqii€éncia genotipica da asma leve com o grupo

controle quanto ao polimorfismo S_2 do gene ADAM33

Genotipo Asma leve Controle X2 P OR (I0)
GG 13 (48.1%) 55 (27.2%) 4,99 0,025 2,48 (1.02-6,04)
GC 9 (33.3%) 136 (67.3%) 11,85 0,0005 0,24 (0,09-0,61)
CC 5 (18.5%) 11 (5.4%) 6,26 0,01 3,95 (1,08-13,47)

Total 27 202 - - -

Tabela 36- Comparacdo da distribuicdo da freqiiéncia genotipica da asma grave com o

grupo controle quanto ao polimorfismo S_2 do gene ADAM33

Genétipo Asma grave Controle X2 | OR (IC)
GG 16 (42.1%) 55 (27.2%) 3,40 0,06 1,94 (0,90-4,20)
GC 17 (44.7%) 136 (67.3%) 7,06 0,007 0,39 (0,18-0,84)
CC 5 (13.2%) 11 (5.4%) 3,06 0,08 2,63 (0,74-8,84)

Total 38 202 - - -

Tabela 37- Distribui¢do da freqiiéncia genotipica por gravidade da asma II quanto ao

polimorfismo S_2 do gene ADAM33

Genétipo Leve/moderada Grave
GG 23 (46%) 16 (42.1%)
GC 21 (42%) 17 (44.7%)
CcC 6 (12%) 5(13.2%)

Total 50 38

X0, =0,13 P=0,93

A distribui¢do genotipica de todos os polimorfismos analisados dos pacientes

foi representada no anexo 3.
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A asma pode ser denominada como uma doenga genética complexa em que ha
multiplos efeitos genéticos que interagem com o ambiente para modificar a susceptibilidade

e a severidade da doenca (Holloway et al.; 1999).

Nos polimorfismos em que a amostra controle ndo se encontrava em equilibrio
de Hardy — Weinberg, acredita-se que se deva ao fato de que na Lei de Hardy - Weinberg
preconiza-se uma populacdo ideal, sem pressdo seletiva. Nos casos dos polimorfismos
estudados, por interferirem em mecanismos relacionados com a inflamacdo, com certeza
determinados gendtipos devam sofrer uma pressdo seletiva e com isso, a distribui¢do

genotipica ndo siga a lei de Hardy-Weinberg.

O polimorfismo T869C do gene TGF-fI em nossa amostra mostrou uma
associacdo entre o gendtipo CC e os pacientes portadores de asma grave
(p= 0,005; OR= 2,99(1,25-7,09)). Nao houve diferenca significativa entre asmaticos de
maneira geral e o controle normal com relagdo ao gendtipo CC. No entanto, Mak et al.
(2006) estudando 250 chineses portadores de asma demonstraram que os individuos com

gendtipo CC teriam uma maior susceptibilidade a asma (OR= 2,58 IC-1,17-5,66).

Com relac@o ao polimorfismo C-509T em nosso estudo nenhuma associacao foi
encontrada, diferindo dos poucos estudos realizados. Pulleyn et al. (2001), estudando
asmaticos ingleses, encontraram associacdo entre homozigotos TT do polimorfismo
C-509T do gene TGFf-1 e a asma grave. Quase duas vezes mais (1.8 vezes) asméticos
graves tinham o genétipo TT, comparado a asmédticos do grupo leve, e esta diferenca era
aumentada 5.6 vezes relativa aos controles. Outro detalhe interessante é que esses pacientes
também eram homozigotos para outros polimorfismos como o 72C, 869C e 915G.
Silverman et al. (2004) estudando 527 asmaticos caucasdides, também encontraram
associacdo com o gendtipo TT (OR 2,98-1C 1,45-6,25). Mak et al. (2006) encontraram
associacdo do polimorfismo C-509T (heterozigoto) com o risco de asma
(OR=4,00-IC 1,06-15,08). J4 Heinzmann et al. (2005) investigando 231 criancas asmaticas

alemas nao encontraram associa¢ao desse polimorfismo com asma.

Como o TGF-1 deve ser prejudicial nas vias aéreas de individuos com asma, é
sustentado que seu aumento possa estimular o remodelamento das vias aéreas. Sobre este

paradigma, variantes genéticas que estdo associadas a niveis elevados de TGFf-1, como o
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alelo T do polimorfismo C-509T e o alelo C do polimorfismo T869C, deveriam ser
esperados estarem associados a prevaléncia elevada ou o aumento da gravidade da asma

(Mak et al.; 2006).

O polimorfismo C-159T da regido promotora do gene CDI4 tem sido associado
ao aumento da expressdao de CD14 “in vitro” (Le Van et al.; 2001) e no soro de criancas
(Baldini et al.; 1999), e com niveis séricos alterados de IgE e testes alérgicos positivos em
diferentes populacoes (Baldini et al.; 1999, Koppelman et al.; 2001, Vercelli et al.; 2001).
Kedda et al. (2005) confirmaram associacdes entre C-159T e atopia, mas ndo encontraram
associacdo entre este polimorfismo e asma ou a gravidade da asma em uma populacdo

Australiana.

Dentre os polimorfismos do gene CD14, o C-159T tem sido mais extensamente
estudado em doencas atopicas. Em estudos clinicos o genétipo TT tem sido associado com
quantidades elevadas de CDI14 no soro, com ndmero diminuido de testes alérgicos
positivos, e niveis séricos diminuido de IgE no soro em Britdnicos e Americanos
( Baldini et al.; 1999, Vercelli et al.; 2001 ) e tem sido associado com a asma nao atépica
em vdarios grupos étnicos (Woo et al.; 2003). Inversamente, o gendtipo CC tem sido
associado a niveis elevados de IgE e um numero elevado de testes alérgicos positivos na
populacdo de paises baixos (Koopelman et al.; 1999, Vercelli et al.; 2001). Entretanto,
associacdes entre o polimorfismo C-159T e doencas atépicas ndo tém sido consistentes e,
em contraste com esses relatos, o alelo -159T foi mais comum em adultos atépicos

( Kedda et al.; 2005 ).

Segundo Kedda et al (2005) € possivel que o polimorfismo C-159T, tenha uma
influéncia relacionada a idade no desenvolvimento de atopia. Este polimorfismo tem sido
associado a expressao aumentada de CD14 no soro de criangas (Baldini et al.; 1999), e ndo
ha diferencas nos niveis de CD14 no soro, em amostras de doadores adultos de sangue com
diferentes gendtipos para CDI4 (Heesen et al.; 2001). Adicionalmente, um estudo
longitudinal em individuos brancos da Austrdlia com a idade de 8-25 anos, foi encontrado
que os com gendtipo CC eram provavelmente os que tinham atopia mais cedo, sugerindo
que a influéncia do polimorfismo -159C na atopia pode ser especifico da idade

(O” Donnell et al.; 2003). Existem evidéncias que atopia e asma sdo entidades préximas e
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estdo relacionadas a associacdo positiva entre o nimero de IgE e testes alérgicos positivos,
hiperresponsividade, e desenvolvimento de asma ( Burrows et al.; 1989, Sears et al.; 1993).
Entdo alelos que estdo associados com atopia devem ser esperados serem representativos
em individuos com asma, em relacio a populacio geral (Koppelman et al.; 2001).
Entretanto Kedda et al. (2005) ndo encontraram associacao entre o polimorfismo C-159T e
asma atépica. Sharma et al. ( 2004) encontraram associacdo entre este polimorfismo com
asma atOpica na populacdo Indiana. Ndao ha publicacdes mostrando associagdo entre o
polimorfismo C-159T e a gravidade da asma, embora tenha sido sugerido que este

polimorfismo modifique a gravidade da obstru¢do do fluxo aéreo em asmaticos .

No presente estudo, quando se comparou a distribuicdo genotipica do
polimorfismo C-159T na asma grave com o grupo controle foi observado um resultado
significativo com genétipos TT e CT em relacdo a asma grave. Constatamos que o genotipo

TT representou um fator de risco para a asma grave (p= 0,000; OR=11,19 (3,74-34,24)).

A 1IL-4 € conhecida por aumentar a producdo de imunoglobulinas
(principalmente IgG1 e IgE) através de células B ativadas (Gauchat et al.; 1990 ), e entdo é
considerada por exercer funcdo importante no desenvolvimento de doencas alérgicas.
A IL-4 tem também outras funcdes, como atividade mitogénica para células T
(Grabstein et al.; 1987) e a de aumentar a expressdao do receptor Fce em células B, que é

importante para a resposta alérgica (Hudak et al.; 1987).

No polimorfismo C-590T do gene da IL-4, sua variante estd relacionada com o
aumento da transcricdo do gene. A incidéncia deste polimorfismo em um estudo de
Americanos foi de 40% e o alelo T foi associado ao aumento da produgdo de IgE, testes
alérgicos positivos, e asma (Rosenwasser et al.; 1995). Essa associagdo ndo foi encontrada
em Australianos e Britanicos (Walley e Cookson, 1996). Estudos em Japoneses
confirmaram a associacdo deste polimorfismo com asma (Noguchi et al.; 1998) e dermatite
atopica (Rosenwasser, 1998). Esse polimorfismo também foi relacionado com atopia

(Rosenwasser et al.; 1995) e o decréscimo da func@o pulmonar (Burchard et al.; 1999).

No presente estudo, ndo encontramos associacdo entre esse polimorfismo e
asma. E possivel que resultados diferentes possam ser encontrados em outras populacdes ou

grupos raciais. Como diferencgas étnicas e raciais sdo comuns em sistemas polimorficos,
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alelos variantes ou grupos de genes interagindo, induzem a expressdo do fenétipo clinico
em diferentes populagdes. Talvez esse conceito possa explicar os resultados diferentes do

polimorfismo C-590T e a susceptibilidade a asma.

A interleucina 4 exerce suas funcdes através da ligacdo com seu receptor a
IL4-Ra. No polimorfismo Ile50Val do gene da IL4-Ra, a variante Ile50 estava associada
com asma atdpica e ndo tinha associacio com a ndo atdpica em Japoneses
(Mitsuyasu et al.; 1998). Inversamente, Noguchi et al. (1998) verificaram que a variante
[1e50 do polimorfismo Ile50Val ndo exerce funcdo na predisposi¢cao genética da etiologia
da atopia ou asma em outra populacdo Japonesa. Outros estudos ndo encontraram
associacdo entre este polimorfismo e asma em outros grupos étnicos
(Liu et al.; 2003; Migliaccio et al.; 2003). Zhang et al. (2007) ao investigarem uma
associacao entre o polimorfismo Ile50Val com a asma e niveis altos de IgE, em 3
populacdes asidticas provenientes da China, Maldsia e India, verificaram que na China a
prevaléncia do gendtipo 11e50/11e50 era significantemente menor que na Malasia, e este
gendtipo estd relacionado com o aumento de IgE somente na Malésia. Este estudo mostrou

que a associacao entre este polimorfismo e a asma difere nesses grupos étnicos

No presente estudo, quando se comparou a asma leve com a asma grave foi
observada uma diferenca estatistica significante quanto ao gendtipo Val/Val do
polimorfismo Ile50Val em relacdo a asma leve. Constatamos que o gendtipo Val/Val

representou um fator de risco para a asma leve (p=0,003; OR=9,0(1,54-90,89)).

Com relacdo ao gene ADAM33, Hirota et al. (2006) encontraram associagao
significante com a susceptibilidade de asma em uma populacdo Japonesa para 3 SNPs
(S_2, T_1, T_2), sendo esses resultados consistentes com outro estudo em uma populacao
caucasOide Americana (Howard et al.; 2003). Jongepier et al. (2004) investigaram 9 SNPs
em asmadticos e mostraram que 2 SNPs (S_2 e Q_1), foram significantemente associados
com o declineo progressivo de VEF1, quando comparado com controles normais. Recentes
relatos t€m sugerido que mutacdes em ADAM33 podem predispor as alteradas fungdes
pulmonares na infancia e € um fator de risco para o desenvolvimento de
hiper-responsividade bronquica e asma (Holgate et al.; 2006). Simpson et al. (2005)

verificaram recentemente, que polimorfismos em ADAM33 poderiam influenciar a funcio
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pulmonar na infancia e concluiram que a funcdo pulmonar no inicio da vida ¢é
geneticamente determinada, podendo aumentar o risco de asma. Neste estudo nenhuma

associacao foi encontrada em relacio ao ADAM33 e a alergia.

Explicacdes adicionais para diferencas nos resultados de estudos de associagdao
entre as variagdes de ADAM33 e asma, pode ser em relacdo a definicdo de asma que varia
entre os estudos. ADAM33 pode afetar o remodelamento do pulmado, o impacto das
variacOes genéticas em ADAM33 pode ser varidvel em diferentes formas de asma, podendo
a genética de ADAM33 ter impacto maior nas formas de asma que sdo menos associadas

com atopia e mais relacionadas com mecanismos especificos do pulmao

(Schedel et al.; 2006).

No presente estudo quando se comparou a distribuicdo genotipica da asma leve
e o grupo controle, foi observado um resultado significativo em relagdo aos genodtipos GC e
CC. Constatamos que o gendtipo CC representou um fator de risco para a asma leve
(p=0,01; OR= 3,95(1,08-13,47)). Quando foi comparada a asma grave e o grupo controle

foi observado um resultado significativo em relagao ao genétipo GC.
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- Com relagdo ao gene TGF-B1, em nossa amostra o polimorfismo T869C
mostrou associacdo com o quadro grave de asma, podendo ser um modulador

de gravidade, o mesmo ndo ocorrendo com o polimorfismo C-509T;

- Com relagdo ao polimorfismo C-159T do gene CDI14, o gendtipo TT
representou um fator de risco para a asma grave, confirmando em nossa
amostra, que esse polimorfismo também poderia ser considerado um

modulador de gravidade da asma;

- Com relag@o aos polimorfismos C-590T do gene IL-4, nenhuma associa¢do

foi encontrada;

- Com relacdo ao polimorfismo Ile50Val do gene IL-4Ra, uma associag¢do do
homozigoto Val com a asma leve foi encontrada, sendo esse gendtipo um

fator de risco para asma leve;

- E finalmente uma associacdo entre o homozigoto CC do polimorfismo S_2 do
gene ADAM33 com a asma leve foi evidenciada em nossa amostra, sendo
esse gendtipo um fator de risco para a asma leve, podendo estar relacionado

com a patogenia da asma.
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index html

CEP, 23/05/06
(Grupo IT)

PARECER PROJETO: N° 172/2006 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0119.0.146.000-06

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “INVESTIGACAOQ DA ASSOCIACAQ ENTRE OS POLIMORFISMOS DOS
GENES TGFBETAL1, CD14, I1-4, ADAM33 COM A GRAVIDADE DA ASMA ATOPICA
EM CRIANCAS E ADOLESCENTES”

PESQUISADOR RESPONSAVEL, Isabel Cristina Jacinto de Faria

INSTITUIGAO: Hospital das Clinicas/fUNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 10/04/2006

APRESENTAR RELATORIO EM: 23/05/07 (O formulario encontra-se no site acima)

I - OBJETIVOS

Verificar em uma amostra de pacientes com asma leve, moderada e grave, uma possivel
associagdo entre os polimorfismos dos genes TGFbetal, CD14, IL-4, IL-4Ra, ADAMMS33 ¢ a
gravidade da asma.

III - SUMARIO

Serdo analisados 150 pacientes de 7 a 20 anos de idade, do ambulatério de imunologia,
alergia e pneumologia da Pediatria/HC. Serdo coletados de 10 a 20 ml de sangue para os exames
e a pesquisadora fard uso de um questionario de perguntas sobre antecedentes médicos e com
relagdo a familia.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O presente projeto tem metodologia bem definida pelo pesquisador. Os critérios de
inclusdo e exclusdo dos pacientes estdo claros e os métodos de avaliagio dos diferentes
paréimetros a serem analisados estdo de acordo com os objetivos do trabalho. As condigdes de
aplicabilidade da metodologia proposta parecem adequadas. Os pacientes incluidos ndo parecem
estar sujeitos a nenhum risco ou dano moral. O Termo de Consentimento estd de acordo com os
termos da resolugio CNS- MS- 196/96 e complementares.

V - PARECER DO CEP
O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos

acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessilin Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3788-8936

Caixa Postal 6111 FAX (B19) 3788-7187

13084-971 Campinas - SP cepafem.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre ¢
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O contedo e as conclusBes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP ¢ ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizag3o alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV 2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item IIl.).z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem 0
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria - ANVISA -
iunto com seu posicionamento,

Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou IT apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também a4 mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas a0 protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

Vil - DATA DA REUNIAO

Homologado na V Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 23 de maio de 2006.

€
7/ PTOL, TS Hao Argujo
VICE-PRESIDF PO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessilin Vieira de Camargu, 126 FONE (019 J785-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 37887187
13084-971 Campinus - SP cepd fem.unicamp. br

.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLAREIDO

Titulo do projeto: Investigacido da associacdo entre os polimorfismos dos genes:
TGFp1, CD14, IL-4, IL-4Ra e ADAM33 com a gravidade da Asma Atdpica em
criancas e adolescentes.

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidada a participar em um projeto de pesquisa envolvendo
individuos com asma alérgica. O objetivo geral do estudo € o de estudar o que as
pessoas com asma tém de diferente em relacdo as pessoas que nao tem asma.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores participantes
fardo perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e com relacdo a minha
familia. Uma amostra de sangue sera colhida ( 10 ml, o equivalente a duas colheres de
sopa).

RISCO E DESCONFORTO:

Os riscos e desconforto associados a coleta de sangue sdo minimos, podendo ocorrer
dor e manchas roxas no local da coleta do sangue. A coleta de sangue geralmente da
veia do braco, serd realizado por profissional treinado e devidamente habilitado para
realizar esse procedimento.

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a minha participa¢do nesse
estudo, mas essa pesquisa auxiliard no aumento de conhecimento a respeito da asma
alérgica, doenca que afeta 10 a 20% da criangas no mundo.

SIGILO:

O sigilo serd mantido em todo o estudo através da utilizacdo de um nimero de cédigo
para a identificacdo dos individuos participantes. Se os resultados ou informagdes
fornecidas forem utilizados para fins de publicacdo cientifica, nenhum nome serd
utilizado.
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FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Qualquer divida ou informagdo poderd contatar a UNICAMP no tel. (19) 3521-8907
(Profa.Dra.Carmen).

) Duvidas ou reclamagdes deverdo ser encaminhadas a secretaria do Comité de
Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (19) 3521-8936.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participagdo é voluntdria e que eu posso me recusar a
participar ou sair da pesquisa a qualquer momento sem comprometer os cuidados
médicos que recebo atualmente ou receberei no futuro no HC-UNICAMP.

Eu confirmo que o (a) Dr. (a) explicou-me
o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido € o0s riscos,
desconforto advindas desse projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi explicado, assim
como compreendi esse formuldrio de consentimento e estou de pleno acordo em
participar desse estudo.

Nome e Rg do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsavel Data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:
Eu expliquei a

o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos que poderdo
advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer
uma cdpia desse formuldrio de consentimento ao participante ou responsdvel.

Nome e RG do pesquisador

Assinatura do pesquisador Data

ARMAZENAMENTO DE DADOS

1. eu concordo com o armazenamento do meu DNA no Banco do Laboratério de

Genética Molecular para estudos futuros aprovados pelo CEP da FCM.

2. eu nao concordo

Assinatura do participante
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Tabela- Caracterizacido genotipica da amostra dos pacientes

Tipo de TGFB1 TGFB1(C- CD14 (C-159T) IL4 (C-590T) IL4Ra ADAM33 (S_2)
Asma (T869C) 509T) (Ile50Val)

G CC CT TT CT VAL/VAL CG
G CT CC CC CT VAL/VAL CG
G TT CcC CcC CC ILE/ILE GG
G CC CT TT CC ILE/VAL GG
G CT CT CT CcC ILE/ILE GG
G CC TT TT CC ILE/ILE GG
G CT CT CT TT ILE/VAL CG
G TT CT cC TT ILE/VAL GG
G CC TT TT CC ILE/VAL GG
G CC CC CC CC ILE/ILE CG
G

G CC TT CT CcC ILE/VAL GG
G TT CcC CcC CT ILE/VAL GG
G CC CT CC CT ILE/ILE GG
G CC CT CT CC ILE/VAL CG
G CC CT CT CC ILE/VAL CG
G TT CT CC CC ILE/VAL CG
G CcC CT cC CT ILE/VAL GG
G CT CC TT CT ILE/VAL GG
G TT CT TT CC ILE/VAL CC
G CT CT CT CT ILE/VAL CcC
G CC TT TT CT ILE/VAL CC
G CC TT CC CC ILE/VAL CG
G CT CT CT CcC ILE/VAL CG
G CT CT CT CC ILE/VAL CG
G TT CcC CT CT ILE/ILE CC
G CT CcC TT CcC ILE/VAL GG

7
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L CT CcC CcC TT ILE/VAL GG

M CT CT TT CT ILE/ILE GG
G CT CT TT CT ILE/VAL GG
M CT TT CT CT ILE/VAL GG
M CT TT CcC TT VAL/VAL CG
M CT CT CcC CcC VAL/VAL CG
M CT CT CcC CC ILE/VAL GG
L CT CT CT CC ILE/VAL GG
M CT cC CT TT VAL/VAL GG
" e S s
L CC CT TT CT VAL/VAL CG
L

L

L CC CcC CT CC ILE/VAL CG
L CT CC CcC cC ILE/VAL GG
L CT CT CC TT VAL/VAL CC
L TT CT CT TT VAL/VAL CC
L

L TT CT CT CT VAL/VAL GG
M CT CT CcC CcC ILE/VAL CG
M CT CT CT CcC ILE/ILE GG
L CT CT CT CT ILE/VAL GG
M CT CcC CcC CT ILE/VAL GG
L CT CC CT TT ILE/ILE CG
M CT CT CT CC ILE/VAL CG
L

L CT CT CC CT ILE/VAL GG

As distribui¢des genotipicas iguais entre os pacientes tiveram um destaque semelhante.
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