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RESUMO



A asma atépica € uma doenca com prevaléncia média na populacdo brasileira de 20%.
Estima-se que 60% dos casos de asma sejam intermitentes ou persistentes leves, 25% a

30% moderados e 5% a 10% graves.

O receptor beta-2-adrenérgico, quando ativado, provoca o relaxamento da musculatura lisa
das vias aéreas. Os polimorfismos Arg -> Gly 16 (46 A->G) e GIn -> Glu27 (79C->G) do
gene ADRB2 provocam uma mudang¢a nos aminodcidos situados ao lado do sitio ligante do
receptor. Estes receptores ndo sdo responsdveis pela presenca da asma, mas agem como

moduladores de gravidade da doenca.

Desse modo, o estudo dos polimorfismos do gene ADRB2 é muito importante para prever a

resposta ao uso de broncodilatadores beta-adrenérgicos no tratamento da asma atépica.
Os objetivos do trabalho foram:

1) Determinar o genétipo de pacientes asmdticos e voluntdrios sadios quanto aos

polimorfismos GIn27, Glu27, Argl6 e Gly16.
2) Verificar se existe correlacdo entre o gendtipo estudado e a gravidade da asma.

Foram genotipados 87 pacientes com asma atdpica, de acordo com o critério GINA, e 141
voluntarios sadios. Apds a extragdo de DNA do sangue periférico foi efetuada PCR-alelo

especifica (ARMS)

No método de ARMS-PCR ¢ utilizado um primer comum a todas as reagdes e outro alelo
especifico,isto €, apenas uma base nitrogenada € diferente. Além disso € utilizado um par

de primers como controle interno da reacao.
Os resultados encontrados foram analisados através do teste de qui-quadrado.

Amostra de pacientes quanto ao cédon 16 ndo estd em equilibrio de Hardy-Weinberg,

entretanto a amostra controle estd. No cédon 27, ambas as amostras estdo em desequilibrio.

A diferenca na freqiiéncia dos alelos no c6don 16 entre os pacientes e o grupo controle foi

significativa, enquanto no cédon 27 ndo.
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Na comparacdo entre os diferentes gendtipos no cédon 16 dos asmadticos e do grupo
controle foi observada diferenca significativa, modtrando que o alelo Arg 16 pode estar

envolvido na etiologia da asma.

Comparando-se o0s pacientes com asma grave e grupo controle, foi encontrada uma
diferenca significativa, assim como quando comparados os pacientes com moderada,

também sendo encontrada diferenca significativa quando comparados os pacientes leve.

No cdédon 27 verificou-se diferenca significativa entre os genétipos dos pacientes e

voluntarios sadios.

Comparando-se os pacientes com asma grave e grupo controle foi encontrado uma
diferenca significativa, assim como quando comparados os pacientes com moderada,

também sendo encontrada diferenca significativa quando comparados os pacientes leve.

Na verificacdo dos gendtipos do grupo controle e do total de pacientes temos uma diferenca

significativa.

Na comparagdo entre os grupos de asmdticos s6 tivemos diferenca significativa entre o
grupo de asma grave e leve. Na comparacdo de asma grave e moderada ndo tivemos

diferenga significativa assim como moderada e leve.

Os gendtipo homozigotos Arg 16 parece estar relacionada a presenga da asma e

homozigotos Gln 27 parecem estar associados com a gravidade da asma.
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ABSTRACT



The atopic asthma is an illness with 20% of average prevalence in the Brazilian population.
It’s estimated that 60% of the asthma cases are intermittent or persistent light, 25% to 30%

moderate and 5% to 10% serious.

The receptor beta-2-adrenergic, when activated, causes the relaxation of the aerial ways’
smooth muscle. The polymorphisms Arg -> Gly 16 (46 A->G) and GIn -> Glu27 (79C->QG)
from the ADRB2 gene cause a change on amino acids situated beside the receptor’s linking

place.

These receptors are not responsible for the asthma’s occurrence, but they act as modulators

of the illness’ severity.

In this way, the study of the ADRB?2 gene’s polymorphisms is very important to foresee the

reply of using beta-adrenergic bronchodilators in the treatment of the atopic asthma.
The objectives of the proceeding were:

1) Determinate the genotype of healthy and asthmatic voluntary patients in respect of the

polymorphisms GIn27, Glu27, Argl6 and Gly16.
2) Verify if there is a correlation between the studied genotype and asthma’s severity.

87 patients with atopic asthma were genotyped, in accordance with the healthy criterion
GINA, and 141 volunteers. After the extraction of peripheral blood’s DNA, an specific
PCR-allele (ARMS) was made.

In the ARMS-PCR method, it is used a common primer for all the reactions and another
specific allele, that means, only one base is different. Moreover, a pair of primers is used as

internal control of the reaction.
The achieved results were analyzed through the qui-square test.

The patients’ sample, according to codon 16, is not in Hardy-Weinberg equilibrium, while

the control sample is. In codon 27, both of the samples are in disequilibrium.

The difference in the frequency of alleles in codon 16 between the patients and the control

group was significant, while in codon 27 not.
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In the comparison between the different genotypes in codon 16 of the asthmatic and the
control group, significant difference was observed, showing that the Arg 16 allele can be

involved in the asthma’s etiology.

Comparing the patients with serious asthma and the control group, significant difference
was found, as well as when compared the patients with moderate, also being found
significant difference when compared the patients with light. In codon 27, significant

difference was verified between the genotypes of patients and healthy volunteers.

Veritying the genotypes of the control group and the total of patients, we have a significant

difference.

In the comparison between the asthmatic groups, we only had significant difference
between the serious asthma group and the light one. In the comparison between serious and
moderate asthma, we didn’t have significant difference, as well as between moderate and

light.

The genotype homozygote Arg 16 seems to be related to the asthma’s occurrence and

homozygote Gln 27 seems to be associated with the asthma’s severity.
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INTRODUCAO



1- Definicio de Asma Atopica

De acordo com o critério GINA (Global Initiative for Asthma, 2006), a asma ¢
uma doenca definida por suas caracteristicas clinicas, fisiologicas e patologicas. A
caracteristica clinica marcante ¢ a historia de episodios de respiragdo mais curta,
particularmente a noite e freqiientemente acompanhada de tosse. Os chiados apreciados na

auscultag¢do no peito sdo o mais comum achado fisico.

A caracteristica fisioldgica mais comum da asma, sdo os episodios de obstrucao
das vias aéreas, caracterizado pela limitacdo respiratéria. A caracteristica patologica
predominante ¢ a inflamacdo das vias aéreas, as vezes associada as mudangas estruturais

das mesmas.

A asma tem significantes componentes genéticos e ambientais, mesmo assim
sua patogénese ndo ¢ muito esclarecida, assim como a defini¢do descritiva. Baseado nas
conseqiiéncias funcionais da inflamag¢do das vias aéreas, uma descricdo operacional da

asma ¢€:

“Asma é uma doenca inflamatéria cronica das vias aéreas nas quais células e
elementos celulares tém wum papel. A inflamacdo cronica associada com a
hiper-responsividade das vias aéreas, é devida a episodios recorrentes de resfriados,
respiracdo mais curta, firmeza no peito, e tosse, particularmente a noite ou de manhd cedo.
Estes episodios sdo geralmente associados com a difusdo, mais varidvel, da obstru¢cdo do
fluxo aéreo dentro do pulmdo, que é freqiientemente reversivel, seja espontaneamente ou

com tratamento.”

Como nao ha defini¢do fenotipica da asma, pesquisadores que estudam o
desenvolvimento desta complexa doenca, voltam-se as caracteristicas que podem ser
medidas objetivamente, assim como a atopia (manifesta-se na presenca de alérgenos no
meio-ambiente), hiper-responsividade aérea, e outras medidas de sensibilizacao alérgica.
Embora a associacao entre asma e atopia esteja bem estabelecida, ligagdes precisas entre as

duas condic¢des ndo estdo bem claras e compreensivelmente definidas.

Introdugdo
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Agora hé boas evidéncias das manifestagcdes clinicas da asma — distarbios do
sono, limitagdes as atividades didrias, comprometimento da fun¢do pulmonar e uso de
medicagdes, podem ser controlados com tratamento apropriado. Quando a asma esta
controlada, ndo pode mais haver recorréncia de sintomas e exacerbagdes graves sao raras

(GINA - Global Initiative for Asthma, 2006).

2 — Epidemiologia

A asma ¢ um problema mundial, que afeta cerca de 300 milhdes de individuos.
Uma estimativa ¢ de que a asma afete cerca de 1% a 18% da populagdo em diferentes
paises. Existe uma boa evidéncia de que a prevaléncia da asma vem aumentando em alguns
paises; em outros aumentou, mas agora se estabilizou. Ao redor do mundo estima-se que
ocorrem anualmente cerca de 250.000 mortes por asma, mas a mortalidade nao estd bem

correlacionada a prevaléncia (GINA, 2006).

Anualmente ocorrem cerca de 350.000 internacdes por asma no Brasil,
constituindo-se ela, na quarta causa de hospitalizacio pelo Sistema Unico de Saude
(2,3% do total) e sendo a terceira causa entre criangas e adultos jovens (Ministério da Satde

2005).

Um estudo multicéntrico (International Study for Asthma and Allergies in
Childhood — ISAAC, 1998) apontou ser a prevaléncia média mundial de asma de 11,6%
entre escolares (seis ¢ sete anos), oscilando entre 2,4 e 37,6%. Entre adolescentes
(treze e catorze anos) a prevaléncia mundial média, foi de 13,7 e oscilou entre 1,5 e 32,6%
(ISAAC, 1998). No Brasil, os indices ainda permanecem elevados, ao redor de 20% para as

duas faixas etérias (ISAAC, 1998).

A mortalidade vem aumentando no Brasil nos ultimos dez anos,
correspondendo de 5% a 10% das mortes por causa respiratoria, com elevada proporc¢do de

obitos domiciliares (Ministério da Saude, 2005).

Introdugdo
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3 — Fatores que influenciam o desenvolvimento e a expressiao da asma

Os fatores que influenciam o risco de asma podem ser divididos entre aqueles
que causam o desenvolvimento da asma e aqueles que desencadeiam os sintomas da asma.
No primeiro influem fatores intrinsecos (primeiramente genéticos) e em segundo,
geralmente influem fatores ambientais (Quadro 1). Entretanto, os mecanismos através dos
quais eles desencadeiam o desenvolvimento e expressdo da asma, sdo complexos e
interativos. Por exemplo, genes provavelmente interagem com outros genes e fatores
ambientais para determinar a susceptibilidade a asma. Em adi¢do, aspectos de
desenvolvimento, como a maturagdo da resposta imune ¢ nimero de exposi¢cdes a agentes
infecciosos durante os primeiros anos de vida, estdao emergindo como importantes fatores

que modificam o risco da asma em pessoas com susceptibilidade genética (GINA, 2006).

Introdugdo
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Quadro 1- (GINA, 2006) Fatores que influenciam o desenvolvimento e expressao da asma

Fatores intrinsecos

Genéticos

e Genes que predispdem a atopia

e Genes que predispdem a hiper-responsividade aérea

Obesidade

Género

Fatores ambientais

Alérgenos

e Em ambientes fechados: acaros domésticos, pélos de animais (cachorros, gatos, ratos), alérgenos de

baratas, fungos.

e Ambientes abertos: pdlen, fungos.

Infec¢des (predominantemente virais)

Sensibilizadores ocupacionais

Fumaga de tabaco

e Fumante passivo

e Fumante ativo

Ambientes abertos e fechados poluig¢do do ar

Dieta

Introdugdo
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Aparentemente, algumas caracteristicas t€ém sido ligadas ao aumento do risco

a asma, mas nao sao elas os agentes causais. rupo racial e as diferengas étnicas na
d , 1 t o 1 dif t

prevaléncia da asma, refletem variagdes genéticas com significantes variagdes socio-

econdmicas e fatores ambientais (GINA, 2006).

4 - Diagndstico:
4.1 — Clinico:
De acordo com o critério GINA (2006), sao indicativos de asma:

e Um ou mais dos seguintes sintomas: dispnéia, tosse crdnica, sibilancia,
aperto no peito ou desconforto tordcico, particularmente a noite ou nas

primeiras horas da manha.

Sintomas episoddicos.

Melhora espontdnea ou pelo uso de medicagdes especificas para asma

(broncodilatadores, antiinflamatdrios esteroides).

Diagnosticos alternativos excluidos.

4.2 — Funcional:

e Espirometria.

e Pico do Fluxo Expiatorio (GINA, 2006).

Introdugdo
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4.3 - Testes adicionais:

e Teste de broncoprovagdo com agentes broncoconstritores com alta

sensibilidade e alto valor preditivo negativo;

e Teste de broncoprovagao por exercicio (GINA, 2006).

5 — Classificacao da gravidade da asma:

A asma pode ser classificada quanto a gravidade em: intermitente e persistente
leve, moderada e grave, segundo os sintomas, limitacdo do fluxo respiratorio e avaliagdo da

fun¢do pulmonar (GINA, 2006).

Estima-se que 60% dos casos de asma sejam intermitentes ou persistentes leves,

25% a 30% moderados e 5% a 10% graves (GINA, 2006).

A avaliacdo da gravidade da asma pode ser feita pela analise da freqiiéncia e

intensidade dos sintomas e pela fun¢ao pulmonar, como resumido na tabela 1.
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Tabela 1- (GINA) Classificacao da gravidade da Asma

Sintomas diurnos Sintomas PFE ou FEV1
noturnos Variabilidade do PFE
Intermitente <1 vez / semana <2 vezes / més > 80%
Assintomatico e PFE normal <20 %

entre as crises
Persistente leve > 1 vez / semana > 2 vezes / més > 80%
mas < 1 vez / dia 20-30%

Crises podem afetar a atividade

Persistente moderada Diarios > 1 vez / semana 60-80%
Crises afetam as atividades >30%
Persistente grave Continuos Freqiiente <60%
Atividade fisica limitada >30%

Siglas:

e PFE: pico de fluxo expiratorio;

e VEF: volume expiratdrio for¢ado.

6 — Patologia e patogenia:

A inflamagdo bronquica constitui 0 mais importante fator fisiogénico da asma.
E resultante de interagdes complexas entre células inflamatérias, mediadores e células
estruturais das vias aéreas. Ela esta presente em todos os pacientes asmaticos, inclusive
naqueles com asma de inicio recente, nas formas leves da doenga e mesmo entre os

assintomaticos (Kumar, 1991; Vignola et al.; 1998).
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7 — Farmacologia
7.1 — Classificagdo dos receptores:

As drogas que atuam nos receptores, induzem uma ampla variedade de
respostas teciduais e de sistemas por duas razdes: a primeira ¢ que diferentes receptores sao
distintamente expressos em diferentes tecidos; a outra ¢ que os diferentes tipos de
receptores possuem muitos tipos diferentes de estrutura e, portanto, de funcgdo. Por
conseguinte, as respostas celulares a ativacdo do receptor (transdu¢do) variam
consideravelmente conforme a estrutura do receptor. Com base nisto, existem quatro tipos

de receptores, referidos como superfamilias de receptores:
e Receptores acoplados a proteina G
e Receptores acoplados ao DNA

e Receptores que possuem atividade de tirosina cinase (“receptores tirosina

cinase”

e (anais operados por receptores (ROCs) (Page, C. et al., 2004).

7.2 — Receptores ligados a proteina G

As proteinas G sdo componentes de transdugdo. Os receptores ligados a
proteina G, estdo localizados nas membranas celulares e sdo compostos por sete hélices
transmembranas. No estado em repouso (sem a presenca de agonistas), o receptor encontra-
se ligado a proteina G que segura o receptor em sua configuracdo inativa. A propria
proteina G ¢ um complexo de subunidades (alfa, beta e gama) e, no estado de repouso do
receptor, as trés unidades encontram-se unidas, e o nucleotideo guanina difosfato (GDP)
esta firmemente ligado a subunidade alfa da proteina G. A ligagcdo do agonista ao receptor
causa uma alteracdo conformacional a proteina G, que leva a dissociagdo do GDP da
subunidade alfa. Isso inicia a seqiiéncia de eventos, que constitui a transducao do receptor

acoplado a proteina G.
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Curiosamente, as respostas mediadas pela proteina G, podem desaparecer com
o tempo, apesar da presenca continua do agonista, fendmeno este chamado de

desensibilizagdo (Page, C. et al., 2004).

7.3 — Transdugdo ligada as proteinas G

As proteinas G, sdo moléculas ligadas diretamente a uma superfamilia
especifica de receptores, ou a outros alvos moleculares das drogas. As proteinas G ativadas
iniciam (ou suprimem), muitas cascatas diferentes de eventos celulares que, em ultima
analise, afetam a fun¢do dos canais i0nicos, das enzimas, do DNA e de outros componentes
celulares. Os exemplos classicos incluem a abertura dos canais de K+ no musculo cardiaco
apos a ligacdo da acetil colina aos receptores muscarinicos, ¢ o aumento da atividade da

proteina cinase ap0s a ligacdo da epinefrina aos B-adrenorreceptores (Page, C. et al., 2004).

e As proteinas G consistem em trés subunidades, alfa, beta e gama e agem

como interruptores na sinalizacio celular.

Quando um agonista ativa um receptor acoplado a proteina G, ocorre uma
alteragdo conformacional no receptor que leva a ativagdo da proteina G. A ativacdo da
proteina G, envolve a liberagdo de GDP e ligacdo de GTP a sua subunidade alfa, e a
dissociacao desta subunidade do complexo heterodimérico beta-gama. As subunidades alfa
e beta-gama, ativam inumeras moléculas efetoras. A subunidade alfa entdo hidrolisa GTP
em GDP, que por sua vez inativa a subunidade alfa, permitindo sua reassociagdo com o

complexo beta-gama, devolvendo a proteina G a seu estado desativado.

A inativa¢do ou inibicdo da proteina G resulta em modulagdo do sistema

enzimatico responsavel pela producdo dos seguintes componentes da transdugao:
e Nucleotideos ciclicos.
¢ Diacilglicerol.

e Fosfatos de inositol.
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Por exemplo, apds o agonismo de 3;, uma proteina G ativada, por sua vez ativa
a adenil ciclase, enzima que catalisa a formagdo de AMPc. A transdugdo procede pela
ativacdo de AMPc através de proteinas cinase e fosforilagdo das enzimas, cujo tipo varia

conforme o tecido.

Existem muitos tipos de proteina G na maioria das células. Os subtipos alfa,
definem as principais propriedades de uma proteina G; por exemplo, o0s
beta-adrerreceptores interagem tipicamente com as proteinas G possuidoras de uma

subunidade o5, que ativa a adenil ciclase (Page, et al., 2004).

7.4 — Os Receptores Adrenérgicos

Os adrenorreceptores sdo membros de uma familia de sete receptores
transmembrana, com dominios extensos, sendo 3 extracelulares e 3 intracelulares, uma
cauda amino terminal extracelular e uma cauda intracelular carboxiterminal (Figura 1A),
codificados por um gene localizado no braco longo cromossomo 5 (5q31.32)

(Kobilka et al. 1987).

Existem cinco tipos de adrenorreceptores, sdo eles al, a2, B1, B2 e B3. O tipo
al é encontrado no endotélio vascular sanguineo, assim como o a2 (Vavhgoutte, P. M.,
2001). A subunidade B1 ¢ identificada como cardiaca, a f2 na musculatura aérea lisa e a B3

no tecido adiposo (Frielle et al., 1988).

7.5—- O beta-2-adrenorreceptor (receptor beta-adrenérgico, ADRBR; beta-2-
adrenorreceptor, BAR, B2AR; ADRB2R e agonista beta-2-adrenorreceptor.).

O gene B2AR ¢ a chave para estudar asma. Ele estd presente em muitas células

das vias aéreas (Thakkinstian et al., 2005).

Introdugdo

30



Os receptores P2 sdao largamente distribuidos no trato respiratdrio,
particularmente no musculo liso das vias respiratorias (Johnson, 1998). Estudos auto-
radiograficos do pulmao humano, t€ém sugerido que os B2-AR sdo distribuidos, ocorrendo
nao somente na musculatura aérea lisa, que ¢ hiperrreativa em asmaticos, mas também em
outras cé¢lulas pulmonares, como células epiteliais e endoteliais, células inflamatorias, nas
paredes alveolares e nos terminais nervosos pré-sinapticos (Hadcock & Malbon 1988;

Nishikawa et al. 1996; Malcon, J., 1998; Thakkinstian et al., 2005).

Os B2-AR s3o membros de uma familia de sete receptores transmembrana, com
dominios extensos, sendo 3 extracelulares e 3 intracelulares, uma cauda amino terminal
extracelular e uma cauda intracelular carboxiterminal (Figura 1), acoplado a proteina G
(Figura 2), codificados por um gene localizado no brago longo cromossomo 5 (5q31.32)
(Kobilka et al. 1987).0s B2-AR sdo compostos por 413 residuos de aminoacidos, de
aproximadamente 46.500 daltons (Da) (Henderson et al. 1990).

Depois da ativacao, o efeito clinico mais relevante no musculo liso pulmonar ¢
o relaxamento, que pode ser causado por agonistas P2-AR as drogas mais efetivas
utilizadas contra os sintomas agudos da asma. A exposicao cronica a estes agonistas, leva a
uma reducdo significante no nimero de B2-AR na superficie celular (Hadcock & Malbon
1988; Nishikawa et al. 1996). Esta regulacao negativa ¢ refletida in vivo, para uma
tolerancia aos efeitos dos agonistas f2-AR (Barnes 1995; Bhagat et al. 1995; Cheung et al.
1992; van Veen et al. 2003; Yates et al. 1996).

Os agonistas f2-AR nas células da musculatura aérea, via mecanismo proteina
G acoplada a membrana, causam a ativagdo da adenilato ciclase, resultando num aumento
da concentragdo intracelular do AMPc (monofosfato de adenosina ciclico) e relaxamento
do tonus das vias aéreas (Liggett SB, Raymond J 1993). Os agonistas f2-AR também
podem ter efeitos diretos sobre canais de Ca®* ¢ K™ nos musculos lisos, e produzir

relaxamento independente do AMPc (Kume et al. 1994).
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Figura 1 - Estrutura do f-adrenorreceptor humano (Johnson, 1998).
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Figura 2 — Farmacologia integrada — Clive Page et al. — 2* Edi¢dao — 2004.

7.6 — Ativacdo do f2-AR

Apos a ativagdo do f2-AR ocorre aumento do AMPc intracelular; o pareamento
do B2-AR com a adenilato ciclase ¢ afetado pela proteina G, que consistem em unidades

alfa, beta e gama (Robison et al, 1968).

Nao ha evidéncia que f2-AR existem em duas formas, ativada e inativada, ¢ em
condi¢des de descanso; essas duas formas estdo em equilibrio, mas o estado inativado
parece ser o predominante (Onaram et al, 1993). O B2-AR est4 na forma ativada, quando
esta associado com a subunidade o da proteina G, junto com a molécula de GTP, e esta
através da subunidade a do receptor, ¢ pareada com a adenilato ciclase. A recolocagdo do
GTP pela GDP, cataliza a conversao do ATP em AMPc pela enzima e dramaticamente
reduz a afinidade da subunidade a do receptor, causando dissociag¢do; o receptor retorna a

forma de baixa energia, inativado.
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E provavel que os beta-2-agonistas tenham seus efeitos, ndo através da indugio
da mudanca conformacional do receptor, mas ligando-se e temporariamente estabilizando
os receptores em seus estados ativados, mas num limite Gs-GTP, e conseqiientemente
deslocando o equilibrio (Onaram et al, 1993). Est4 implicita que esta ¢ uma possibilidade
espontanea e que a freqiiéncia de interconversdo entre as formas ativadas e inativadas do
B2-AR, podem ocorrer na auséncia de um agonista beta-2-adrenérgico resultando em um

nivel de atividade basal (Onaram et al, 1993).

7.7 — Mecanismo de ac¢do do B2-AR:

O B2-AR presentes na superficie celular das vias aéreas superiores, mecanismo
via proteina G acoplada a membrana, quando exposto aos -agonistas, ativa a AMPc, que
cataliza a ativacao da proteina quinase A (PKA), que por sua vez ¢ a chave regulatoria da
fosforilacdo das proteinas envolvidas no controle do tonus muscular. O AMPc também
resulta na inibicdo da liberacdo do Ca®", reducdo na entrada de Ca®" pela membrana e
seqiiestro intracelular de Ca*, levando a um relaxamento da musculatura lisa pulmonar
(Johnson, M. & Coleman, R. A., 1995). Entretanto, foi sugerido que o relaxamento em
resposta a 2-agonistas, pode ser mediada através de mecanismos independentes de AMPc,
envolvendo interacdes diretas da Gsa com canais de potassio, que estdo presentes nas

membranas celulares das células da musculatura aérea lisa (CooK et al., 1993).

O mecanismo esta resumido no esquema 1.
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Esquema 1- Efeito da ativacdo dos receptores f,-adrenérgicos. (Adaptado de Cruz —2005).

7.8 — Agdes do B2-AR:

De acordo com Cruz (2005), os B-agonistas desempenham muitas agdes que

podem afetar as fungdes das vias aéreas. As principais sdo as seguintes:

e Relaxamento da musculatura lisa: os f-agonistas sdo antagonistas funcionais
de grande variedade de agentes broncoconstritores, tanto in vivo quanto in

vitro.
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e Inibi¢do da liberagdo de mediadores das células inflamatorias: basofilos,
mastocitos, além de inibir o aumento de mediadores circulantes, como
ocorre na asma induzida pelo exercicio e/ou broncoprovocagao, com uso de

antigenos na asma.

e Inibicdo da neurotransmissdo colinérgica: os [-agonistas inibem a
neurotransmissao in vitro e este pode ser o mecanismo pelo quais as drogas

B-bloqueadoras venham a causar bronco espasmo.

e Reducdo da permeabilidade vascular; embora os -agonistas possam reduzir
a permeabilidade vascular ou em animais sob acdo de leucotrienos e

histamina, isto ndo é consistente e sua aplicagdo clinica ¢ inconsistente.

e  Aumento do clareance mucociliar: este efeito, provavelmente, pode ocorrer
como resultado do aumento da freqiiéncia dos batimentos ciliares, bem

como o aumento da producao do citosol.

8 — Genética
8.1 — Clonagem

A clonagem completa da seqiliéncia de nucleotideos de cDNA do B2-AR foi
relatada por Kobilka et al. 1987. A seqiiéncia deduzida de 413 residuos de aminodcidos,
codifica uma proteina que contém 7 sitios hidrofobicos sugestivos de expansao de dominios
de membrana. Enquanto a proteina mostra 87% de identidade total com o gene do receptor
beta-adrenérgico previamente clonado em hamster, as regides mais altamente conservadas
sdo as hélices transmembrana (95% idénticas) e as voltas citoplasmaticas (93% idénticas),

sugerindo que essas regides da molécula portam importantes dominios funcionais.
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8.2 — Polimorfismos:
8.2.1 — Regiao Codificadora:

Nove substituigdes de base foram encontradas e identificadas na regido
codificadora do gene beta-2-adrenorreceptor; 5 delas sdo neutras. As restantes

demonstraram efeitos deletérios in vivo.

As duas mutagdes deletérias mais freqiientes sdo: Arg -> Gly 16 (46 A->QG) e
Gln -> Glu27 (79C->G), que estdo proximas ao sitio ligante do receptor, enquanto que as

mutagdes Thr->Ile (491C->T) e Val->Met34 (100G->A) sdo raras (Fenech & Hall 2002).

A ocorréncia da Gly 16 no receptor ¢ alta; maior que a Arg 16 considerada
como o alelo normal. A freqiiéncia alélica descrita desta variante estd entre 67% e 72% em

diferentes populagdes (Liggett 1997; Tan et al. 1997; Green et al. 1997; Green et al. 1995).

Estudos utilizando mutagénese em sitios especificos e transfeccdo, expressaram
diferentes formas do beta-adrenorreceptor em fibroblastos de hamster, bem como que a
variante Gly 16 do receptor, apresentava um maior efeito agonista na regulacdo, quando

comparada ao alelo normal (Green et al. 1994).

A mutacdo Gln -> Glu27(79C->G) confere ao receptor uma forte resisténcia
para desensibilizagdo e regulagdo. O alelo Glu 27 parece ser protetor contra a asma,
reduzindo o risco desta em cerca de 27%. Isto faz sentido porque a variante Glu 27 ¢
resistente a regulacdo negativa in vitro, e € possivel que estes individuos expressem maior
nimero de receptores B2AR no contexto inflamatorio. Isto ¢ sugerido em populacdes

adultas e pediatricas, nas quais o modelo genético ¢ diferente (Thakkinstian et al., 2005).

Enquanto a desensibilizacdo parece um mecanismo de prote¢do ndao bem
conhecido, a Glu27 induz alterada regulag¢ao do receptor, que parece ocorrer devido a maior
susceptibilidade do receptor a degradacdo da proteina, do que aos efeitos de sintese de

novo.
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O efeito protetor de Glu 27parece ser devido ao haplotipo. Isto € provavel
porque nao ha efeitos isolados destes SNPs, mas ao contrario, reflete um haplétipo comum,

que inclui este alelo (Thakkinstian et al., 2005).

Haplétipos que incluem Gln 27 tém, em geral, uma resposta pobre ao agonista
B2AR e baixos niveis de expressdao. Presumivelmente, a boa resposta a agonistas exdégenos
reflete boa resposta a agonistas enddgenos e, um efeito protetor contra asma

(Drysdale et al., 2000).

Haplétipos com dois receptores mutantes Glyl6/Glu27, mostraram que os
efeitos da Gly 16 predominam sobre os da Glu27. Estes receptores submetem-se a maior

regulacao promovida por agonistas, que o alelo normal do receptor beta-adrenérgico.

Pode haver uma interagdo ou sinergismo entre os diferentes SNPs. A andlise
dos haplétipos levanta a possibilidade que o polimorfismo na posi¢do 16 pode ter um efeito
modificador: o efeito de protecdo de Glu 27 ¢ acentuado com Arg 16 quando comparado a
Gly 16, o que mostra que o efeito de Glu 27 ¢ dependente do polimorfismo da posicao 16.

Isto indica que ¢ dificil prever o efeito do haplétipo (Thakkinstian et al., 2005).

Existe um significante desequilibrio de ligagdo entre os sitios 16 e 27

(Bray et al, 2000; Drysdale et al, 2000; Taylor & Kennedy, 2001).

Em seu estudo de Hall, 1. P., 1996, encontrou as seguintes freqii€ncias para

Arg 16 de 35,0% e de Gly 16 de 65,0%.

A freqliéncia de homozigotos Glu 27 descrita por Stephen B. Ligget, 1997 foi
de 28,0% em sadios e 24,0 em asmaticos. As freqiiéncias por Liggett encontram-se

resumidas na Tabela 2.
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Tabela 2- Freqiiéncia dos comuns genotipos do gene beta-2-adrenérgico em individuos

sadios e asmaticos (Stephen B. Ligget, 1997).

Freqiiéncia (%)

Posicao do aminoacido Genotipo Sadios Asmaticos
16 Homozigotos Arg 13,5 14,6
Heterozigotos 29,2 32,2
Homozigotos Gly 57,3 53,1
27 Homozigotos Gln 28,0 26,0
Heterozigotos 44,0 50,0
Homozigotos Glu 28,0 24,0

A freqiiéncia alélica de Arg 16 varia em populagdes caucasianas de 42% a 56%.

A do alelo GIn 27 varia de 57% a 92% (Thakkinstian et al., 2005).

As freqiiéncias do pool de alelos de Arg 16 e Gln 27 confirmam a presenca de
significante variagdes entre grupos raciais e valores similares conhecidos, como por
exemplo em ALFRED (Allele frequency database). Estes resultados suportam a
possibilidade de que estes polimorfismos influenciam na susceptibilidade a asma, dada a

varia¢ao da incidéncia da asma em diferentes grupos étnicos (Thakkinstian et al., 2005)
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8.2.2 — Regido Promotora:

Um total de 8 polimorfismos na regido de - 1470pb antes do coédon iniciador do

gene beta-2-adrenorreceptor foram identificados (Fenech and Hall 2002).

9 — Associacao com Asma:

Pacientes com asma noturna, representam um subconjunto de pacientes que
experimentam sintomas como, obstru¢do da vias aéreas e sintomas enquanto dormem.
Asmaticos noturnos sdo mais expostos a hiperreatividade bronquica que asmaticos ndo

noturnos.

Diversos estudos tém sugerido que a fungdo autondmica deve ser diferente na
asma noturna quando comparada a ndo noturna. Szefler e colaboradores (1991)
descobriram neutrofilos e linfocitos com receptores beta-adrenérgicos, os quais sdo
potenciais marcadores para ADRB2s na musculatura bronquica e células pulmonares;
diminuem entre as 4:00h da manha e 4:00h da tarde em pacientes com asma noturna. Estes

marcadores ndo foram encontrados em pacientes com asma nao noturna ou normais.

Um grande niimero de estudos tém investigado polimorfismos no gene ADRB2
em relacdo a asma. Dois polimorfismos comuns sdo Arg/Gly 16 e GIn/Glu 27 (Barr eta al.,

2001; Santillan et al., 2003)

Estudos in vitro indicam que o alelo Gly 16 aumenta o efeito induzido pelo
agonista de regulacdo negativa no receptor, enquanto o alelo Glu 27 aumenta a resisténcia

contra regulagdo negativa (Hall, I. P., 1999)

Existe um estudo, que mostra evidéncias que o gendtipo Glyl6/Argl6 e
GIn27/Glu27 estao associados a asma; asma noturna e as formas moderadas e graves da

asma a hiper-responsividade bronquica (Contopoulos-loannides et al., 2005).
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10 — Importancia clinica:

A asma tem um componente hereditario, mas isto ndo ¢ tdo simples. Dados
atuais t€ém demonstrado que multiplos genes podem estar envolvidos com a patogénese da

asma, e diferentes genes estdo envolvidos em diferentes grupos étnicos.

As pesquisas de genes ligados ao desenvolvimento da asma, t€ém se focado em
quatro grandes areas: producdo de anticorpos especificos para alérgenos IgE (atopia);
expressdao da hiper-responsividade aérea; geragdo de mediadores inflamatorios, como
citocinas e fatores de crescimento; e determinacdo do nivel entre Thl e Th2 na resposta

imune (GINA).

Estudos com familias ¢ analise de associagdo caso-controle, t€ém identificado
um numero de regides cromossOmicas associadas com susceptibilidade a asma. Por
exemplo, uma tendéncia de produzir um elevado nivel sérico de IgE est4 ligado com hiper-
responsividade aérea e um gene (ou genes) que governam a hiper-responsividade aérea;
esta localizado préximo ao locus que regula o nivel sérico de IgE no cromossomo 5q.
Entretanto, a pesquisa por um gene especifico (ou genes) que envolvem a susceptibilidade a

atopia ou asma continua, resulta em dados inconsistentes (GINA).

Niveis séricos elevados de IgE tém sido encontrados em pacientes que
carregam os genotipos Arg 16 ou Gln 27 em homozigose. Nao foi encontrada ligagao entre

atopia e estes genotipos (Woszczeck et al., 2005)

Em adicdo com os genes que predispde a asma, hd genes associados com a
resposta aos tratamentos para asma. Por exemplo, variagdes no gene que codifica o ADRB2
tétm sido ligadas a diferengas subjetivas a resposta a agonistas beta-adrenérgicos
comumente utilizados no tratamento da asma. Outros genes de interesse, sdo genes que
codificam responsividade a leucotrienos e glicocorticoides. Estes marcadores genéticos,
estdo ligados apenas como fatores de risco na patogénese da asma e também na

determinagdo da resposta ao tratamento (GINA).
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A contribui¢do dos polimorfismos nos receptores beta-adrenérgicos para a asma
parece ser como modulador de gravidade e ndo como agente causal da doenca. Embora,
muitos estudos tenham demonstrado uma fraca ou nenhuma associagdo entre os receptores
beta-adrenérgicos e a presenga da asma; ou marcadores fenotipicos como baixa reposta
bronquica a metacolina, atopia e freqiiéncia de chiados (Dewar et al. 1998), outros tém

demonstrado o contrario.

Os agonistas B2AR sdo a classe de drogas mais utilizadas no tratamento da
asma. Polimorfismos funcionais deste gene podem influenciar a susceptibilidade & doenga e

a resposta ao tratamento (Thakkintian et al., 2005).

A substituicdo de adenina por guanina, no aminodcido 16, segundo
Reishaus et al., 1993 sugere que a habilidade do receptor para desensibilizacdo esta

marcadamente influenciada pela presenca de Gly 16.

A presenca de Gly 16 no receptor causa regulagdo negativa apds a exposi¢ao a

um agonista numa extensdo muito maior que Arg 16 (Reishaus et al., 1993).

Um estudo clinico recente, tém sustentado a possibilidade que a forma Gly 16
no receptor estd associada como marcador da forma mais grave da asma. Dados
preliminares do estudo de familias holandesas com asma, sugerem que a forma Gly 16 esta

associada com hiper-reatividade das vias aéreas (Holroyd et al., 1995).

A resposta ao broncodilatador ¢ significativamente maior em homozigotos
Arg 16, que em homozigotos Gly 16. Isto tém demonstrado que pares de haplotipos
homozigotos Argl6/Gln 27 e heterozigotos Arg 16 GIn27/Gly 16 Glu 27 tem maior
resposta a broncodilatadores, e que haplotipos pares de Gly16/Gln 27 uma menor resposta

(Cho et al., 2005).

Pacientes que apresentam beta-adrenorreceptor Gly16, sdo seis vezes mais
propensos a sofrerem sintomas noturnos (Turki et al. 1995) e aparentam ter um maior grau

de reatividade das vias aéreas a histamina (Holroyd et al. 1995).
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Homozigotos Glyl6 asmaticos, apresentam uma resposta mais baixa ao
tratamento com formoterol (Aziz et al. 1998). Do mesmo modo, homozigotos Argl6
demonstram maior e mais rapida resposta ao salbutamol que Gly16 (Lima et al. 1999). Em
adi¢do, pacientes com significante piora noturna estdo mais propensas a ter a forma Glyl6
no receptor, que pacientes sem asma noturna. As freqiiéncias alélicas de Arg 16 e Gly 16

sdo respectivamente 35 e 65% (Hall, 1. P., 1996).

O segundo polimorfismo no cdédon 27, que existe na forma de glutamina (Gln)
ou acido glutdmico (Glu), possui freqiiéncia alélica de 55% e 45% respectivamente
(Hall, I. P., 1996). Em contraste com Gly 16, a forma Glu 27 do receptor aparenta proteger

contra a regulagdo negativa (Grenn et al., 1994).

Utizando-se uma cultura primaria de células da musculatura lisa respiratoria,
seguida de uma exposi¢do prolongada a beta-2-agonistas, a forma Glu 27 sofre menos
regulagdo negativa que a forma Gln 27 no receptor, avaliados como mudangas no niimero
de receptores (Green et al., 1995). Em adicdo, uma resisténcia similar relativa para
regulacdo negativa foi observada, utilizando-se beta-2-agonistas mediados por AMPc

formando um ponto final na area de acoplamento droga-receptor (Green et al., 1995).

Em um grupo de 65 pacientes com asma leve a moderada, individuos com a
forma Glu 27 do receptor, tiveram quatro vezes menos reagdes das vias aéreas que aqueles
com GIn 27, quando avaliados usando metacolina como desafio. Heterozigotos tém uma
atividade intermediaria (Hall et al., 1995). Onde homozigotos Glu 27, os quais sdo preditos
como protetores contra desensibilizacdo, quando combinado a homozigotos Gly 16, os

efeitos de Gly 16 sdo dominantes (Tan et al., 1997).

Pacientes homozigotos Glu27 induzem resisténcia e diminuem a reatividade a
metacolina (Hall et al. 1995). GIn27 tem sido associado com niveis elevados de IgE no soro
em familias asmaticas (Dewar et al. 1997), e com um aumento da prevaléncia de asma em

criancas (Hopes et al.1998).
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O gendtipo Glyl6/GIn27 tem maior prevaléncia em asmaticos moderados.
Também esta relacionada a alta prevaléncia de hiper-responsividade bronquica (D’ Amato

et al. 1998).

No Brasil, ndo foi encontrado nenhum estudo sobre polimorfismos no gene dos

receptores beta-2-adrenérgicos relacionado a asma.

Conhecer o gendtipo do receptor beta-adrenérgico do paciente asmatico, pode
ser util, para prever a resposta a terapia com broncodilatador, e também para tomar medidas

adicionais ao tratamento (Fenech & Hall, 2002).
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mm OBJETIVOS



1) Determinar o gendtipo de pacientes asmaticos e voluntdrios sadios quanto

aos polimorfismos GIn27, Glu27, Argl6 e Glyl6.

2) Verificar a existéncia de correlagdo entre o genétipo estudado e a gravidade

da asma.
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Aspectos éticos

O trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da faculdade de
ciéncias médicas da UNICAMP, conforme parecer CAAE: 0147.0.146.000-05 (Anexo I).

Os pacientes preencheram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Casuistica e Métodos
1 - Casuistica

Foram analisados 87 escolares e adolescentes, de 7 a 16 anos de idade
(Média = 10,38 anos, desvio padrio = 2,93 anos), pacientes do Ambulatério de Imunologia,
Alergia e Pneumologia do Departamento de Pediatria da FCM - UNICAMP. Todos os
pacientes incluidos, tinham asma atopica definida conforme os critérios GINA:
(historia clinica, testes cutdneos de hipersensibilidade imediata, niveis séricos de IgE

aumentados).

O grupo controle foi composto de 141 individuos adultos, doadores de sangue

do Hemocentro da UNICAMP, cujo pré-requisito para doagdo € ndo ter asma atopica.

2 - Métodos

Foi realizada a extragdo de DNA do sangue periférico através do método de
Cloreto de Litio (protocolo do Laboratério de Genética Molecular — DGM — FCM —
UNICAMP) que em seguida foram processadas através do método de PCR-alelo especifico

(ARMS).
ARMS PCR:

Este método consiste em uma PCR alelo especifico. Nela ¢ utilizado um primer

comum a todas as reagdes e um primer alelo especifico, isto ¢, onde ha a mudanga de
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apenas uma base nitrogenada. Neste método, também ¢ utilizado um par de primers que

anelam em uma outra regido como controle interno de reacao.

Procedemos as PCRs de acordo com o método descrito por Littlejhon et al.

2002, com algumas modificagdes.

Foram realizadas quatro reacdes (ARMS1la, ARMS2a, ARMS1b e ARMS2b),
cada uma contendo um primer comum e um alelo especifico (Tabela 1). As quatro reagdes
utilizardo as mesmas condicdes. Cada reagcdo consiste num total de 10uL contendo 1x4
tampao, 200uM dNTPs, 5,0mM MgCl2, 0,4U Taq Polymerase e 1,0uL. (aproximadamente
25-50ng) de DNA gendmico. O ciclo consiste de 5 min a 94°C seguidos por 35 ciclos de
94°C por 1 min, 60°C (46 A ou G) ou 67°C (70 C ou G) e 72°C por 1 min e 72°C por 17
min para extensao final (esquemas 2 e 3). As amostras foram aplicadas em gel de agarose a
1,5% e submetidas a eletroforese e coradas com brometo de etidio para visualizagdo dos

resultados (figura3).

Tabela 3- Relacdo de primers que serdo utilizados nos testes de ARMS.

Primer Seqiiéncia
BADRACOM1 5’-AGG CCC ATG ACC AGA TCA GCA CAG GCC AG-3’
BAD +46A 5’- ACG GCA GCG CCT TCT TGC TGG CAC CCA AAA-3’
BAD +46G 5’-ACG GCA GCG CCT TCT TGC TGG CAC CCA AAG-3’
BAD +79C 5’-GCC ATG CGC CGG ACC ACG ACG TCA CGC ATC-3°
BAD +79G2 5’-GCC ATG CGC CGG ACC ACG ACG TCA CGC AAG-3’

Siglas:

e BADRACOM I: primer comum a todas as reagdes;

e BAD +46 A: especifico para o alelo arginina no cédon 16;
e BAD +46 G: especifico para o alelo glicina no cédon 16;

e BAD + 79 C: especifico para o alelo glutamina no coédon 27;

e BAD + 79 G: especifico para o alelo 4cido glutdmico no cédon 27.
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Esquema 2 - anelamento de primer cédon 16

Primer 46 A Primer 46 G
Primer comum Primer comum
Fragmento Fragmento
— Nao ha amplificacao — Nao ha amplificacao
234 pb 234 pb
Esquema 3 - anelamento de primer codon 27
Primer 79 C Prlme'r 796G
. Primer comum
Primer comum
Fragmento Fragmento
I e — Nao ha amplificacao
— Nao ha amplificacao
201 pb 201 pb
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Reacdo 16 (Arg ou Gly) Reacao 27 (Gln ou Glu)

WY

l

200pb —> -

100pb —>

Figura 3 - Fotos de PCRs

Legenda:
M: marcador de 100 pares de base;
A+: amostra positiva para o polimorfismo estudado;

A-: amostra negativa para o polimorfismo estudado.

3 — Analise Estatistica

Foram utilizados os Teste de qui-quadrado (Epi Info 2000 program) utilizados

para calculo de proporcdes. P significativo menor ou igual a 0,05.
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RESULTADOS



1-Cédon 16

Amostra de pacientes quanto ao cdédon 16 ndo estd em equilibrio segundo
Hardy-Weinberg (xz(z) =12,66 e P=0,002), entretanto a amostra controle esti
(X’ 2=3,15 e P = 0,20).

A freqiiéncia alélica no c6don 16 encontrada foi de Arg 42,5% e Gly 16 57,5%
na populacdo de asmaticos estudada (Tabela 4). No grupo controle a freqii€éncia alélica
encontrada foi 32,6% Arg 16 e 67,4% Gly 16 (Tabela 4). A diferenca na freqiiéncia dos
alelos no c6don 16 entre os pacientes e o grupo controle foi significativa

(x*=4,14e P =0,04).

Tabela 4- Freqiiéncia dos alelos no cédon 16 entre pacientes e controles

Alelos Alelos de Pacientes Alelos de Controles
Arg 16 74 (42,5%) 92 (32,6%)
Gly 16 100 (57,5%) 190 (67,4%)

Diferenga estatisticamente significativa (x2 =4,14 P=0,04)

Entre os 87 pacientes analisados para polimorfismos no cédon 16 do gene
ADRB2, 31,0% eram homozigotos para arginina, 46,0% homozigotos para glicina e 23,0%
heterozigotos (Tabela 5)

Entre os 141 controles analisados no cédon 16, 7,0% eram homozigotos para

arginina, 41,0% homozigotos para glicina e 52,0% heterozigotos.
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Tabela 5-Andlise do gendétipo no cédon 16 de asmaticos e grupo controle

Polimorfismo Pacientes Controle
Homozigotos Arg 16 27 (31,0%) 9 (7,0%)
Homozigotos Gly 16 40 (46,0%) 58 (41,0%)
Heterozigotos 20 (23,0%) 74 (52,0%)
Total 87 (100%) 141 (100%)

Diferenga estatisticamente significativa - Amostra x Grupo Controle: xz(z) =32.35 e P=0,00000009

Na comparagdo entre os diferentes gendtipos no cédon 16 dos asmaticos e do
grupo controle foi observada diferenca significativa. (Tabela 6, X2(2) =32.35 e

P=0,00000009).

Os 39 pacientes analisados para asma grave, 26,0% foram homozigotos para
arginina, 51,0% homozigotos para glicina e 23,0% heterozigotos. Entre os 22 pacientes
analisados para asma moderada no cédon 16, 30,0% sdo homozigotos para arginina, 36,0%
sdo homozigotos para glicina e 28,0% sao heterozigotos. Dentre os 26 pacientes analisados
no cédon 16 péra asma leve, 30,0% sdao homozigotos para arginina, 42,0% homozigotos

para glicina e 28,0% sdo heterozigotos (Tabela 6).

Comparando-se os pacientes com asma grave e grupo controle, foi encontrado
uma diferenga significativa (xz(z) = 17,19 e P = 0,00018), assim como quando comparados
os pacientes com moderada (Xz(z) = 18,97 e P = 0,00007), também sendo encontrada
diferenca significativa quando comparados os pacientes leve (x’2) = 15,79 ¢ P = 0,003)

(Tabela 6).

Analisando o cédon 16, entre os pacientes de asma grave e moderada nado foi
encontrada diferenca significativa (x*2) = 1,33 e P = 0,51), assim como também néo foi
encontrada entre os pacientes de asma grave e leve (xz(z) =051 e P =0,77) e asma

moderada e leve (x2(2) =0,22 e P=0,89) (Tabela 6).
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Tabela 6-Andlise do gendtipo de pacientes com asma grave, moderada e leve no cédon 16.

Polimorfismo Asma grave Asma moderada Asma leve Controles
Homozigotos Arg 16 10 (26,0%) 8 (36,0%) 8(30,0%) 9 (7,0%)

Homozigotos Gly 16 20 (51,0%) 8 (36,0%) 11 (42,0%) 58 (41,0%)
Heterozigotos 9 (23,0%) 6 (28,0%) 7 (28,0%) 74 (52,0%)
Total 39 (100%) 22 (100%) 26(100%) 141 (100%)

Com relagdo a comparagcdo com o grupo controle temos asma grave
X’ = 17.19, P=0.00018, asma moderada x*»=18,97, P=0.00007 e asma leve x*(2= 15.79,

P=0.003, todas diferencas estatisticamente significativas.
Ja comparando entre os grupos de asma temos:

Asma Grave x Asma Moderada: x2(2> = 1.33, P=0.51; Asma Grave x Asma
Leve:x2(2)=0.51, P=0.77 e Asma Moderada x Asma Leve: x2(2)=0.22 , P=0.89, onde nao

nenhuma diferenca estatisticamente significativa.

2- Codon 27

No coédon 27, ambas as amostras estdo em desequilibrio segundo

Hardy-Weinberg (pacientes: xz(z) =11,58 e P = 0,003; controles: xz(z) =12,15e¢ P =0,002).

No cédon 27 as freqiiéncias alélicas encontradas em asmaticos foram 62,0%
Gln 27 e 38,0% Glu. No grupo controle no cédon 27 foram encontradas as freqiiéncias de
60,0% Gln 27 e 40,0% Glu 27 (Tabela 7). A diferenca encontrada ndo foi significativa
(x*=0,13e P=0,72).

Analisando-se os mesmos 87 pacientes para o cddon 27, foi verificado que
51,0% sao homozigotos para glutamina, 26,0% sao homozigotos para acido glutamico e

23,0% sao heterozigotos.

Resultados
55



Tabela 7- Freqii€éncia dos alelos no cédon 27 entre pacientes e controles

Alelos Alelos de Pacientes Alelos de Controles
GIn 27 108 (62,0%) 169 (60,0%)
Glu 27 66 (38,0%) 113 (40,0%)

Nao ha diferenca estatisticamente significativa (x2 =0,13 P=0,72).

No grupo controle de 141 voluntarios foi verificado no cédon 27 que 26,0% sao
homozigotos para glutamina, 6,0% homozigotos para acido glutdmico e 68,0% sao
heterozigotos. Verificou-se diferenca significativa entre os genétipos dos pacientes e

voluntarios (X2(2) =45,40 e P = 0,000000) (Tabela 8).

Tabela 8- Andlise do genétipo no cédon 27 de asmaticos e grupo controle

Polimorfismo Pacientes Controles
Homozigotos GIn 27 44 (51,0%) 37 (26,0%)
Homozigotos Glu 27 23 (26,0%) 9 (6,0%)

Heterozigotos 20 (23,0%) 95 (68,0%)
Total 87 (100%) 141(100%)

Diferenca estatisticamente significativa - Amostra x Grupo Controle: x2<2) =45,40 e P=0,000000

Entre os 37 pacientes analisados para os polimorfismos no cédon 27 do gene
ADRB2, para asma grave, 72,0% sao homozigotos glutamina, 20,0% homozigotos acido
glutamico e 8,0% heterozigotos. Nos 22 pacientes analisados para asma moderada foram
encontrados 41,0% homozigotos para glutamina, 36,0% homozigotos para dcido glutamico
e 23,0% sao heterozigotos. Na andlise dos pacientes de asma leve, dentre os 28 asmaticos,
32,0% sao homozigotos para glutamina, 36,0% homozigotos para dcido glutamico e 32,0%

heterozigotos.
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Comparando-se os pacientes com asma grave e grupo controle foi encontrado
uma diferenca significativa (xz(z) = 41,88 e P = 0,00000), assim como quando comparados
os pacientes com moderada (xz(z) = 24,04 ¢ P = 0,0000006), também sendo encontrada
diferenca significativa quando comparados os pacientes leve (x*2) = 22,89 ¢ P = 0,00001)

(Tabela 9).

Comparando-se entre os grupos de asma para o cédon 27, ndo foram
encontradas diferencas significativas, comparando-se pacientes de asma grave e moderada
(xz(z) =529 ¢ P =0,07), ¢ asma moderada e leve (xz(z) = 0,65 ¢ P = 0,72) (Tabela 9).
Foi encontrada diferenca significativa quando comparamos os pacientes asma grave e leve

(x*) = 10,43 e P = 0,0054).

Tabela 9- Andlise dos gendtipos dos pacientes com asma grave, moderada e leve no

cddon 27.
Polimorfismo Asma grave Asma moderada Asma leve Controles
Homozigotos Gln 27 26 (72%) 9 (41%) 9 (32%) 37 (26,0%)
Homozigotos Glu 27 8 (20%) 8 (36%) 10 (36%) 9 (6,0%)
Heterozigotos 3 (8%) 5 (23%) 9 (32%) 95 (68,0%)
Total 37 (100%) 22 (100%) 28(100%) 141(100%)

Com relacdo a comparacdo com o grupo controle temos asma grave x2(2> =
41.88, P=0.00000, asma moderada x2(2)=24.04, P=0.0000006 e¢ asma leve X2(2)= 22.89,

P=0.00001, todas diferencas estatisticamente significativas.

Ja comparando entre os grupos de asma temos:
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Asma Grave x Asma Moderada: xz(z) = 5.29, P=0.07, ndo houve diferenca
estatisticamente siginificativa, assim como Asma Moderada x Asma Leve: X2(2)=0.65 ,
P=0.72, e houve ndo ha diferenca significativa estatisticamentequando comparamos o

pacientes de Asma Grave x Asma LGVCZX2(2)210.43, P=0.0054.

3 — Analise dos diferentes genétipos entre pacientes e controles sadios

Na verificagdo dos genétipos do grupo controle e do total de pacientes temos

uma diferenca significativa (Xz(g) = 61,99 e P = 0,00000).

Com relagdo ao grupo controle e pacientes de asma grave temos diferenca
significativa (x2(8> = 75,33 e P = 0,000000), assim como comparados ao grupo de asma

moderada (x2(g) =34,63 e P=0,00003) e leve (Xz(g) =31,52e P=0,00011).

Na comparagio entre os grupos de asmdticos s6 tivemos diferencga significativa
entre o grupo de asma grave e leve (x*g) = 17,88 e P = 0,02). Na comparacdo de asma grave
e moderada nao tivemos diferenca significativa (Xz(g) = 13,43 e P =0,09) e moderada e leve

(x%g = 1,57 ¢ P = 0,99) (Tabela 10).
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Tabela 10- Freqiiéncia dos diferentes gendtipos entre os pacientes de asma grave,

moderada e leve.

Gendétipo Total entre Asma Grave Asma Asma Leve Controles
todos os Moderada
pacientes
Gly16 -GIn27 19 (22,0%) 13 (35,0%) 5 (23,0%) 3(11,0%) 20 (14,0%)
Argl6 -Glu27 5 (6,0%) 2 (5,0%) 2 (9,0%) 2 (7,0%) 0
Argl6 -GIn27 15 (17,0%) 12 (32,0%) 3(13,0%) 4 (18,0%) 5 (3,0%)
Gly16 -Glu27 9 (10,0%) 4 (11,0%) 2 (9,0%) 3(11,0%) 9 (6,0%)
Het16 -GIn27 4 (5,0%) 0 2 (9,0%) 3 (11,0%) 12 (9,0%)
Het16 -Glu27 4 (5,0%) 3 (8,0%) 1(5,0%) 1 (4,0%) 0
Het16 — Het27 5 (6,0%) 0 2 (9,0%) 3 (11,0%) 61 (43,0%)
Argl6 —Het27 4 (5,0%) 0 2 (9,0%) 2 (7,0%) 4 (3,0%)
Gly16 — Het27 9 (10,0%) 3 (8,0%) 2 (9,0%) 4 (18,0%) 30 (21,0%)

Comparando total de pacientes com o grupo controle temos
Xz(g) =61.99, P=0.00000 Com relacdo a comparacdo com o grupo controle temos asma grave
x*g= 75.33, P=0.000000, asma moderada x’*g=34.63, P=0.00003 e asma leve

Xz(g)= 31.52, P=0.00011, todas estatisticamente significativas.

Ja comparando entre os grupos de asma temos:

Asma Grave x Asma Moderada: Xz(g) = 13.43, P=0.09; e Asma Moderada x
Asma Leve: x*g=1.57 , P=0.99, sem diferenca estatisticamente significativa e Asma Grave

X Asma Leve:x2(g)=17.88, P=0.02 significativa estatisticamente.
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mm DISCUSSAO



1-Cédon 16

Analisando-se o cddon 16 para os aminodcidos Arg e Gly, foi encontrada

diferenca significativa quando comparados os pacientes ao grupo controle.

A presenca do alelo Arg 16 em asmdticos em homozigose, possui uma
freqiiéncia de 31,0%, em contraste com 7,0% na populagdo sadia, o que corrobora com as
freqii€ncias alélicas que sugerem que a presenca de Arg 16 no receptor esta envolvida na

etiologia da asma.

Ja o alelo Gly 16, aparece nas duas populacdes estudadas com freqii€ncia
semelhante, sendo 46,0% em asmaticos e 41,0% em individuos sadios, o que leva a

concluir que este alelo ndo esté relacionado a etiologia da asma.

Os individuos heterozigotos no cédon 16, possuem uma diferenca grande na
sua freqiiéncia, comparando-se asmaticos e voluntdrios sadios, cujas freqiiéncias sao,
respectivamente, 23,0% e 52,0%. A andlise destes dois grupos mostrou uma diferenca

estatisticamente significativa.

A ocorréncia de Arg 16 no receptor € menor entre os pacientes asmaticos
(31,0%) que a de Gly 16 (46,0%), mas mesmo assim a freqiiéncia encontrada de Gly 16 é
menor que em outros estudos (Liggett 1997; Tan et al. 1997; Green et al. 1997; Green et al.
1995; Thakkinstian et al., 2005), onde a ocorréncia da Gly 16 no receptor € alta; maior que
a Arg 16 considerada como o alelo normal. A freqiiéncia alélica descrita desta variante esta
entre 67% e 72% em diferentes populacdes, o que em nosso estudo difere, pois as
freqiiéncias alélicas encontradas sdo Arg 16 38,0% e Gly 16 62,0%, sendo a presenca do

alelo considerado normal maior em nossos pacientes.

Neste estudo foi encontrada a prevaléncia entre os 87 pacientes asmdticos de
Arg 16, como 31,0% e em 141 individuos sadios de 7,0%, e de heterozigotos de 23,0% na
populacdo de asmadticos e de 52,0% em individuos sadios, o que contrasta com estudo de
Stephen B. Ligget, 1997, onde foram analisados 123 pacientes; a prevaléncia dos
polimorfismos encontrados foram homozigoto Arg 16 de 13,5% em individuos normais e

14,6% em individuos asmaticos.
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Ainda no estudo de Stephen B. Ligget, 1997, a freqii€éncia de heterozigotos na

populagdo sadia foi de 29,2% e 32,2% em individuos asmaticos.

A freqiiéncia de homozigotos Gly 16 foi encontrada em 46,0% em asmaticos e
de 41,0% em individuos sadios, enquanto a de homozigotos Gly 16 foi de 57,3 em

individuos sadios e de 53,1 em asmaticos no estudo de Stephen B. Ligget, 1997.

O gendtipo Gly 16, é o mais prevalente em pacientes de asma grave (46,0%),
assim como no estudo de Holroyd et al., 1995, que sugere que esta forma estd associada
com a hiper-responsividade das vias aéreas. O mesmo autor ainda considera a possibilidade

de estes pacientes serem mais reativos a histamina.

Segundo Aziz et al., 1998, pacientes homozigotos Glyl6 apresentam uma
resposta mais baixa ao formoterol, o que leva a crer que pacientes com asma moderada de
nosso estudo, também ndo tenham uma boa resposta ao formoterol, pois 36,0% deles sdo
homozigotos Gly 16. Ainda as freqiiéncias encontradas para Arg 16, de 31,0% em
asmaticos e de Gly 16 46,0% diferem das encontradas no estudo de Hall, I. P., 1996, que
encontrou as seguintes freqiiéncias para Arg 16 de 35,0% e de Gly 16 de 65,0%.

2 - Céodon 27

A andlise da freqiiéncia alélica no cédon 27, comparando-se pacientes

asmaticos e grupo controle, ndo foi estatisticamente significativa.

Analisando-se o genétipo Gln 27 em homozigose em individuos asmaticos e

sadios, foram encontradas as seguintes freqii€ncias, respectivamente, 51,0% e 26,0%.

Os homozigotos Glu 27 aparecem em 26,0% dos pacientes e em 6,0% dos
sadios, enquanto que os individuos heterozigotos no cédon 27 apresentam uma grande
variacdo em suas freqiiéncias, sendo de 23,0% em asmadticos e de 68,0% em voluntarios
sadios. Analisando-se estes dados € provavel que o polimorfismo Gln no c6don 27, quando

em homozigose, esteja associado a gravidade da asma.
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Para o aminodcido na posi¢cdo 27, foram encontradas freqiiéncias de
homozigotos Gln de 51,0% em asméticos e de 26,0% entre os individuos controles,
enquanto o estudo de Stephen B. Ligget, 1997 encontrou a freqiiéncia de homozigotos

Gln 27 em individuos sadios de 28,0% e em asmaticos de 26,0%.

Ainda esta pesquisa contrasta na freqii€éncia de heterozigotos que foi encontrada
como 68,0% em sadios e 23,0% em asmadticos com a freqiiéncia de heterozigotos na
posicao 27 encontrada por Stephen B. Ligget, 1997 foi de 44,0% em individuos sadios e de

50,0% em asmaticos.

O estudo realizado também contrasta com as freqii€éncias de Glu no cédon 27, a
freqii€ncia de homozigotos em voluntérios sadios é de 6,0% e de 26,0% em asmaticos, e a
freqiiéncia de homozigotos Glu 27 descrita por Stephen B. Ligget, 1997 foi de 28,0% em

sadios e 24,0 em asmaticos.

As proporcdes de Gln 27 e Glu 27, encontradas, foram de respectivamente
51,0% e 26,0% em pacientes asmaticos, contra 26,0% de Gln 27 em voluntarios sadios e
6,0% de Glu 27. As freqii€ncias encontradas diferem do estudo de Hall, I. P., 1996, que
encontrou 55,0% de Gln 27 e 45,0% de Glu 27.

Segundo nosso estudo a presenca de Gln 27, considerado o alelo normal, tem
maior prevaléncia em pacientes com asma grave (72,0%) que nos voluntdrios sadios
estudados (26,0%), isto indica que este polimorfismo esta associado a gravidade da asma.
Este achado contradiz com o estudo de Hall et al., 1995, no qual pacientes com asma
moderada e leve com Glu 27 tiveram quatro vezes menos reacdes das vias aéreas que

aqueles com GIn 27 quando avaliados usando metacolina como desafio.

3 - Analise dos diferentes genétipos entre pacientes e controles sadios:

O gendtipo mais prevalente na populacdo asmatica estudada é Gly 16 — Gln 27
(22,0%). Entre os pacientes de asma grave o genétipo de maior prevaléncia € Gly 16 — Gln

27 (35,0%), assim como entre os pacientes de asma moderada (23,0%), e com menor
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prevaléncia no grupo controle (14,0%) e finalmente entre os pacientes de asma leve os
gendtipos mais prevalentes sdo Arg 16 — GIn27 (18,0%) e Gly 16 — Het 27 (18,0%), sendo
no grupo controle de 3,0% e 21,0% respectivamente. No grupo controle o genétipo

prevalente é Het 16 — Het 27.

S6 existe diferenca significativa entre os gendtipos quando sdo comparados
pacientes e grupo controle, com excecdo da diferenca significativa entre pacientes de asma

grave e leve (Xz(g) =17,88 e P =0,02).

O gendétipo Gly 16 — Gln 27 € prevalente em pacientes com asma moderada

(23,0%), o que concorda com o estudo de D’ Amato et al., 1998.
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nEm CONCLUSAO



- O gendtipo homozigoto Arg 16 parece estar associado com a asma.

- Homozigotos no cddon 27 Gln sdo mais freqiientes entre pacientes com asma

grave.

- Ndo encontramos em nossa amostra uma correlag@o entre a gravidade da asma

e o gendtipo do polimorfismo avaliado para o cédon 16.
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ANEXO 1

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
=] Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP
@ (0_19) 3788-8936
FAX (0_19) 3788-8925
® www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html
2 ceplafem.unicamp.br
CEP, 18/08/05.
(Grupo I)

PARECER PROJETO: N° 267/2005
CAAE: 0147.0.146.000-05

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ASSOCIACAO DAS MUTACOES GLN27, GLU27, ARG16 GLY16 DO
GENE ADR COM ASMA”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Ana Carolina Zimiani de Paiva

INSTITUICAO: Departamento de Genética Médica/FCM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 08/06/2005

II - OBJETIVOS

O estudo pretende genotipar pacientes asmaticos e voluntarios sadios quanto aos
haplétipos GIn27, Glu27, Argl6 e Gly16 e correlacionar o genotipo com o fendtipo ¢ a resposta
as drogas, geralmente utilizadas no tratamento da asma.

I - SUMARIO

O estudo pretende conhecer o gendtipo do receptor beta adrenérgico e correlacionar com
o fenotipo do paciente asmatico, pois pressupde-se ser util para prever a resposta a terapia
comumente adotada como também adotar medidas complementares ao tratamento. Segundo a
pesquisadora, serio analisados 93 escolares e adolescentes entre 7 e 20 anos de idade, pacientes
do ambulatério de Imunologia, Alergia e Pneumologia do Depto. de Pediatria da
FCM/UNICAMP.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O referido estudo tem estrutura adequada pelo referencial teorico adotado. A
pesquisadora esclareceu as questdes levantadas e apresentou um TCLE adequado s normas.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os parcceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

Anexos

76



O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio 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 penalizagao alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item 1V.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por cle assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apbs analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item 1II.1.2), exceto quando perceber risco ou dano nao 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 o
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 outre
centro) e enviar notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificacdes 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 1 ou II apresentados anteriormente a ANVISA. o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item 111.2.e)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com 0s prazos
estabelecidos na Resolugio CINS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homoelogado na VII Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 26 de julho de 2005.

- g :
,’,-féﬁ‘ V) /;:J /_’//? g
Prof. Dr. Sebastido Araijo °
VICE-PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
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