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RESUMO

SOUSA, V.P. ASSOCIACAO DO SNP C79G DO GENE ADRB2 COM
PARAMETROS CLINICOS, DE FUNCAO PULMONAR E DE GRAVIDADE DA
ASMA. 2019. 60f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Programa de Pés-
Graduacao em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

A asma esta entre as doencas crénicas mais comuns em todo o mundo e € uma
sindrome complexa e heterogénea. Contudo, ndo existem testes laboratoriais
especificos para o diagndéstico ou prognostico da asma até o momento. Nos Ultimos
anos uma contribuicdo genética importante tem sido estabelecida e muitos estudos
tentam elucidar os mecanismos moleculares que conduzem ao seu desenvolvimento
e aos quadros clinicos de gravidade. O polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP)
C79G (rs1042714) do gene do receptor do beta-adrenérgico (ADRB2) tem sido
relatado como relevante para uma suscetibilidade aumentada a asma, sua gravidade
e a heterogeneidade da resposta ao tratamento com broncodilatadores. O obijetivo
desse estudo € verificar se 0 SNP C79G do gene ADRB2 estad associado a um
conjunto de variaveis clinicas dos fendtipos de asma, com a reversibilidade da
obstrucao brénquica, funcdo pulmonar e com diagndsticos de gravidade da doenca
(asma leve, moderada e grave). Foram entrevistados 313 pacientes com diagndstico
de asma do Ambulatério de Asma de um Hospital filantrépico de Vitéria-ES. Além de
dados sociodemogréficos, da histéria familial dos pacientes, foram reunidos dados
antropométricos, de diagnéstico, de gravidade da asma, comorbidades, resultados de
espirometria, exames bioquimicos e testes cutaneos. O DNA dos pacientes foi obtido
a partir de amostras de sangue periférico. A andlise do polimorfismo C79G do gene
ADRB?2 foi realizada para 281 pacientes, usando a reacdo em cadeia da polimerase
alelo-especifica (ARMS-PCR). As analises conduzidas n&o revelaram evidéncia de
associacdo dos gendtipos de C79G com as variaveis clinicas investigadas. Embora
essa associacdo seja positiva em diversos estudos, ainda ha muitas controvérsias e
um namero expressivo de estudos, incluindo meta-analises, com resultados negativos
que apoiam os resultados apresentados nesse estudo. Os dados apresentados
deixam evidente que ainda nao existe um consenso sobre o papel desempenhado
pelo SNP C79G com a gravidade da doenca ou com a resposta farmacogenética.
Palavras-chave: Asma. Gene. ADRB2. SNP. C79G. GIn27Glu.



ABSTRACT

SOUSA, V.P. ASSOCIATION OF C79G SNP, GENE ADRB2, WITH CLINICAL
PARAMETERS, PULMONARY FUNCTION AND ASTHMA SEVERITY. 2019. 60f.
(Master in Biotechnology) - Postgraduation Biotechnological Programme, UFES,
Espirito Santo. Brazil.

Asthma is among the most common chronic diseases worldwide and is a complex
and heterogeneous syndrome. However, there are no specific laboratory tests for the
diagnosis or prognosis of asthma to date. In recent years an important genetic
contribution has been established and many studies have attempted to elucidate the
molecular mechanisms that lead to its development and clinical severity. The single
nucleotide polymorphism (SNP) C79G (rs1042714) of the beta-adrenergic receptor
gene (ADRB2) has been reported to be relevant for increased susceptibility to
asthma, its severity, and the heterogeneity of response to bronchodilator treatment.
The aim of this study is to verify whether ADRB2 gene SNP C79G is associated with
a set of clinical variables of asthma phenotypes, reversibility of bronchial obstruction,
pulmonary function, and diagnoses of disease severity (mild, moderate and severe
asthma). We interviewed 313 patients diagnosed with asthma at the Asthma
Ambulatory of a philanthropic hospital in Vitoria-ES. In addition to sociodemographic
data, family history of the patients, anthropometric, diagnostic, asthma severity,
comorbidities, spirometry results, biochemical examinations and skin tests were
collected. Patients’ DNA was obtained from peripheral blood samples. Analysis of the
ADRB2 gene C79G polymorphism was performed for 281 patients using the allele-
specific polymerase chain reaction (ARMS-PCR). The analyzes conducted revealed
no evidence of association of C79G genotypes with the clinical variables
investigated. Although this association is positive in several studies, there are still
many controversies and a significant number of studies, including meta-analyzes,
with negative results supporting the results presented in this study. The data
presented make it clear that there is still no consensus on the role played by SNP

C79G with disease severity or pharmacogenetic response.

Key words: Asthma. Gene. ADRB2. SNP. C79G. GIn27Glu.
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1 INTRODUCAO

1.1 DEFINICAO e PATOGENIA

A asma esta entre as doencas cronicas mais comuns em todo o mundo (Campos,
2007). E uma sindrome complexa (Eder et al., 2006; Wenzel, 2012, Kersten &
Koppelman, 2017) e heterogénea (Bateman et al.,, 2008), caracterizada por
inflamacéo cronica das vias aéreas, hipersecrecdo de muco e hiperresponsividade
brénquica a varios estimulos, resultando em obstrugéo intermitente do fluxo aéreo
gue é frequentemente reversivel, espontaneamente ou com tratamento (Liang et al.,
2013; Nakawah et al., 2013; Toraih et al., 2019). Essas alteracbes conduzem a um
conjunto de sintomas tipicos da doenca, tais como: sibilos, falta de ar, aperto no
peito, tosse, dispneia e opressao toracica (Global Initiative for Asthma - GINA, 2017).

A principal caracteristica da asma é a limitacado do fluxo aéreo que tém como fator
fisiopatogénico central a inflamacéo bronquica (De Farias, 2007). A inflamacéo das
vias aéreas € o principal mecanismo da asma e o principal alvo terapéutico (Holgate
& Thomas, 2017). Como resultado da inflamacdo, as vias aéreas sé&o
hiperresponsivas e contraem-se facilmente em resposta a uma ampla gama de
estimulos (Campos, 2007), entre os quais se destacam: infec¢des virais, mofo, fumo,

atividade fisica, acaros, pelos de animais, entre outros.

A inflamacéo crbnica e persistente das vias aéreas é a caracteristica fundamental da
asma e é acompanhada por alteracbes estruturais referidas comumente como
remodelamento das vias aéreas (Holgate & Thomas, 2017). O remodelamento
brénquico é caracterizado pelo espessamento das paredes das vias aéreas e pode
ter consequéncias na mecanica do estreitamento das vias respiratdrias e contribuir
para a progressdo cronica da doenca (Kudo et al., 2013). As alteracbes
anatomopatologicas incluem: a presenca de células inflamatorias nas vias aéreas,
exsudagcdo de plasma, edema, hipertrofia da musculatura lisa peribronquica,
tampb8es mucosos e desnudamento do epitélio brénquico (Campos, 2007). A
inflamacédo das vias aéreas é a anormalidade dominante, ocorrendo mesmo nos

estagios iniciais da asma (Holgate & Thomas, 2017). Ao investigar caracteristicas
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patolégicas em biopsias bronquicas de asmaticos graves, Ferreira et al. (2018)
evidenciaram a existéncia de associacdo entre a inflamacdo brénquica, as

alteracdes estruturais das vias aéreas e a obstrucéo persistente do fluxo aéreo.

A medida que as informacdes sobre a asma aumentaram, a mudanca de paradigma
na imunologia e na biologia molecular resultou em uma extensa avaliacdo de células
inflamatoérias e de mediadores envolvidos em sua fisiopatologia (Kudo et al., 2013).
A inflamacdo brénquica exerce um papel central na fisiopatogenia da doenca e é
orquestrada principalmente por linfocitos Th2 (Gualdi et al., 2010). As caracteristicas
tipicas da inflamacdo das vias aéreas sdo o aumento de eosinéfilos, mastdcitos,
linfécitos e predominancia de linfécitos T auxiliares tipo 2 (células Th2), o qual
exerce suas funcdes efetoras através da producdo dos mediadores interleucina-3
(IL-3), IL-4, IL-5, IL-13 e o fator estimulante de colonias de granuldcitos e
macrofagos (GM-CSF) (Holgate & Thomas, 2017).

A heterogeneidade € um traco marcante da asma (Campos, 2015). A asma é
heterogénea tanto em sua apresentacdo clinica quanto em seu prognostico (Willis-
Owen et al., 2018), com diferentes fendtipos e expressdes clinicas que dependem
da idade, género, caracteristicas genéticas e exposi¢cdes ambientais (Sales et al.,
2012). O conhecimento da heterogeneidade da doenca levou a definicdo de
diferentes fenétipos, e a asma alérgica (asma atdpica) é incluida entre os fenétipos

mais comuns, representando 70% dos casos (Novak & Bieber, 2003).

A atopia € uma predisposicdo para o desenvolvimento de hipersensibilidade
imediata contra antigenos ambientais comuns. Asma e atopia estdo intimamente
relacionadas e a maioria dos individuos asmaticos sdo também atépicos, embora o
inverso ndo ocorra (Denham et al., 2008). Pelo menos dois tercos dos casos de
asma tém caracteristicas de alergia, geralmente acompanhada por niveis elevados
de imunoglobulina E (IgE) e inicio ainda na infancia (Holgate & Thomas, 2017). Em
contraste, a asma nédo alérgica (ou intrinseca) nao esta associada a atopia e muitas

vezes tem inicio tardio (Holgate & Thomas, 2017).

Existem varios fatores que influenciam o desenvolvimento da asma, incluindo genes

by

qgue predispdem a atopia e a hiperreatividade das vias aéreas (De Paiva et al.,
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2014). Na asma atopica ha uma predisposicdo genética para o desenvolvimento de
resposta mediada pela imunoglobulina E (IgE) a alérgenos comuns e a inflamacéo é
caracterizada pela acdo de eosindfilos (De Farias, 2007). A inflamacdo &
coordenada por linfécitos Th2 que, apds o reconhecimento antigénico dos alérgenos
via complexo principal de histocompatibilidade tipo Il (“Major Histocompatibility
Complex” - MHCII), proliferam e se diferenciam em subtipos Th2 (Sales et al., 2012).
Essas células secretam citocinas, como a IL-4, IL-5 e IL-13, caracteristicas das
células Th2, em detrimento de uma resposta mediada por Thl (Meng &
Rosenwasser, 2010). Atualmente sabe-se que as células Th9 e Thl7 também
modulam a resposta inflamatéria na asma atdpica através da acao citocinas que
induzem a inflamacdo das vias aéreas (IL-17A, IL-17F e IL-22) e o aumento da
contratilidade da musculatura lisa (IL-17A) (Kudo et al., 2013).

A compreensdo dos diversos aspectos patogénicos da asma, incluindo nesse
contexto a dimensdo dos fatores moleculares e celulares envolvidos no
desenvolvimento da doenca e na resposta do paciente aos diferentes tratamentos,
pode contribuir sobremaneira para o desenvolvimento de propostas terapéuticas que
mitiguem de modo mais eficiente os efeitos da inflamacdo brénquica e/ou da

broncoconstricdo subjacente.

1.2 EPIDEMIOLOGIA DA ASMA

A asma afeta de 1 a 18% da populacdo em diferentes paises (GINA, 2017). Nas trés
ultimas décadas, o numero de casos aumentou em média 1% ao ano (Zoliner et al.,
2005). A Organizacdo Mundial da Saude - OMS (World Health Organization - WHO,
2017) estima que atualmente cerca de 235 milhdes de pessoas sofram com a asma
em todo o mundo. A asma ocupa o0 primeiro lugar na prevaléncia de Doencas
Respiratorias Crbnicas e, em 2015, foi responsavel por 383.000 mortes em nivel
global (WHO, 2017).
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Doencas alérgicas, como a asma, aumentaram marcadamente no ultimo meio
século associadas a urbanizacao (Alfvén et al., 2006). Dessa forma, espera-se que 0
namero de pacientes com asma aumente em mais de 100 milhdes até 2025 (Behera
& Sehgal, 2015; GINA, 2017). No Brasil, segundo a Pesquisa Nacional de Saude
realizada em 2013 pelo Ministério da Saude e pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2014), a asma atinge 6,4 milhdes de brasileiros acima de 18 anos
(tabela 1). De acordo com essa pesquisa, 0 diagndstico de pacientes asmaticos é
tardio, sendo que a média de idade em que ocorre o diagnostico é de 17 anos nas
zonas urbanas e chega a mais de 21 anos nas zonas rurais. Esse fato evidencia a
necessidade de alternativas diagnésticas mais céleres, uma vez que o diagnéstico
tardio tem impacto direto no controle da doenca e, por conseguinte, na qualidade de

vida dos pacientes.

Dados da Pesquisa Nacional de Saude do Escolar (PENSE) revelaram a ocorréncia
de asma em mais de 15,0% dos estudantes de 13 a 17 anos (IBGE, 2015), néo
tendo sido registradas diferengas nas ocorréncias de sintomas entre alunos das
escolas publicas e privadas (tabela 2). Mais de 80% das pessoas entrevistadas
nessas pesquisas relatam grau intenso ou muito intenso de limitacées nas atividades
habituais devido a asma. Se as exacerbacbes asmaticas sdo frequentes e
recorrentes, causam insodnia, fadiga diurna, niveis de atividade reduzidos e

absenteismo nas atividades laborais ou discentes.

Em 2013, 2.047 pessoas morreram de asma no Brasil, isto é, aproximadamente 5
Obitos/dia e mais de 120.000 hospitalizacbes por ano (Cardoso et al.,, 2017). Em
uma revisado sistematica sobre os custos da asma grave no Brasil, Stirbulov et al.
(2016) demonstraram que as principais despesas diretas estavam relacionadas com
hospitalizagcbes e medicamentos e que foram gastos US$ 733,00 por paciente por
ano, ressaltando os elevados custos econdmicos da asma. De acordo com o
Sistema de Informacdes Hospitalares do Sistema Unico de Satde (SIHSUS),
apenas em 2014, as internacdes pela doenca originaram um custo de R$ 57,2

milhdes para a rede publica de saude.



18

Ao coligir os dados epidemioldgicos da asma no Brasil e no mundo torna-se patente
a necessidade de ampliar os esforcos a fim de elucidar os variados aspectos da
doenca. Nesse contexto, destacam-se 0s mecanismos moleculares e celulares que
conduzem ao desenvolvimento da asma, aos diferentes quadros clinicos de
gravidade e aos processos inflamatoérios subjacentes. Estudos dessa natureza tém o
de

adequados a cada caso, como inovacao biotecnolégica com o propoésito alcancar

potencial inovar nas estratégias diagnosticas, propor tratamentos mais

uma medicina individualizada e, consequentemente, reduzir os efeitos adversos aos

pacientes, assim como viabilizar o emprego mais eficiente e direcionado dos

recursos.

Tabela 1 - Proporgéo de pessoas de 18 anos ou mais de idade que referem diagnostico médico de
asma, por sexo, com indicacdo do intervalo de confianca de 95%, e a situagdo do domicilio. Fonte:
Pesquisa Nacional de Saude 2013 (IBGE, 2014).

Proporcido de pessoas com 18 anos ou mais de idade que referem
diagnostico meédico de asma (%)
Sexo
Sittéagﬁo Total Masculino Feminino
e
domicilio Intervalos de Intervalos de Intervalos de
confianca de confianca de confianca de
o o o
Total 9% Total 99% Total 9%
Limite Limite Limite Limite Limite Limite
inferior | superior inferior | superior inferior | superior
Brasil 44 41 4.7 3,6 3,2 4.0 51 4.7 5,5
Urbana 46 43 49 3.8 34 43 9,3 48 0,8
Rural 3.1 2.5 3.8 24 1.8 3,0 40 29 5,0
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Tabela 2 - Indicadores de asma para escolares de 13 a 17 anos de idade, com indicacdo do intervalo
de confianca de 95%, por sexo, segundo os grupos de idade selecionados. Fonte: Pesquisa Nacional
de Saude do Escolar 2015 (IBGE, 2015).

Escolares de 13 a 17 anos de idade
Escolares Sexo
que
tiveram Total Masculino Feminino
episddio de
asma Intervalos de Intervalos de Intervalos de
algumavez confianca de confianca de confianca de
na vida (%) 95% 95% 95%
Total Total Total
Limite | Limite Limite | Limite Limite | Limite
inferior | superior inferior | superor inferior | superior

13a15 162 146 17,7 16,7 150 183 156 138 174
dnos

16a17 153 138 168 157 135 179 149 131 167
dnos
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1.3 CLASSIFICACAO DA ASMA

A grande variedade de apresentacfes clinicas e de evolugdo é um obstaculo para
uma classificacdo Unica, passo importante para definicbes diagnésticas e
terapéuticas (Campos, 2007). Existem diferentes fenotipos clinicos e os padrdes de
inflamacé&o variam consideravelmente. Uma das formas de classificacdo para asma
é a identificacdo de dois subgrupos: asma alérgica (atdpica) e ndo alérgica. Esses
dois fendtipos se distinguem pela presenca ou auséncia de anticorpos IgE a
alérgenos ambientais comuns. Nos dois casos, as vias aéreas sao infiltradas por

eosinofilos, mastacitos e linfocitos Th (Prabhudas, 2013).

Um dos principais critérios de classificacdo da asma é quanto a gravidade. A
gravidade da asma é avaliada pela andlise da frequéncia e da intensidade dos
sintomas e pelo exame da funcéo pulmonar (De Paiva et al., 2014). A asma pode ser
classificada como intermitente ou persistente (Fitzgerald, 2015). Por sua vez, a asma
persistente pode ser avaliada como leve, moderada ou grave. Estima-se que 60%
dos casos de asma sejam intermitentes ou persistentes leves, 25% a 30%
moderados e 5% a 10% graves. (Stirbulov et al., 2016). Contudo, as diferentes
conceituacdes de asma grave usadas no cotidiano médico dificultam a determinacao

precisa da sua prevaléncia (Campos, 2015).

A asma grave é caracterizada por exacerbacgdes frequentes, limitacéo das atividades
diarias e sintomas noturnos (Stirbulov et al., 2016). Entretanto, na pratica clinica, a
classificagdo de um paciente como portador de asma grave costuma ser modulada
por subjetividade (Campos, 2015). A fim de proporcionar uma classificagcdo mais
precisa, as diretrizes para diagnostico, avaliacdo e tratamento da asma grave
elaboradas pela European Respiratory Society (ERS) e pela American Thoracic
Society (ATS) (Chung et al., 2014), definem asma grave, para pacientes com idade
igual ou superior a seis anos, como aguela que requer os medicamentos sugeridos
pelo GINA (2017) nas etapas 4 e 5 (Figura 1). A classificacdo em etapas propostas
pelo GINA (2017) € uma alternativa de estratificacdo que considera a gravidade sob

0 aspecto da dificuldade de controle da asma. Os asmaticos graves necessitam de
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tratamento com altas doses de corticosteroides inalados, além de outras medicacdes

de controle, incluindo corticosteroides sistémicos (Chung et al., 2014).

/

/ ETAPA'5
ETAPA 4 Encaminhar
tratamento
ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA3 adjuvante
p.ex.,
DX
Dose T:o:r’o:)lo
s g ntr-i ou
Dose baixa m9d|a/alta Antrglls
i xx  de CI/LABA jieparzumase
Dose baixa de Cl Cl+LABA Mepolizumabe*
z nnsidefar Antileusntrienas (L F:RA i Dn;zzé:;?ﬁgg B Aﬁ(:iggzg ‘“?;:: =
lose baixa Dose baixa de teofilina CI+LTRA Dose alta de baixa de
a (ou+teofilina®) I+ LTRA/teofilina® corticoide oral
. . . . SABA ou dose baixa
Beta, agonista de curta duragao (SABA) se necessario " .
Cl/formoterol” se necessario

Figura 1. Abordagem de classificacdo por etapas de acordo com o nivel de controle dos sintomas da
asma. Cl: Corticosteroides inalaveis; LABA: agonistas de longa duragdo; LTRA: antileucotrienos;
SABA: agonistas de curta duragéo. Fonte: GINA (2017).

1.4 DIAGNOSTICO DA ASMA

A despeito de ser a principal doenca cronica ndo transmissivel dos pulmdes (Ghani
et al., 2017), ndo existem testes laboratoriais especificos para o diagndstico ou
prognoéstico da asma até o momento. O diagndstico da asma € predominantemente
clinico. Nao obstante, a asma ainda é subdiagnosticada e subtratada e a maioria dos
pacientes permanece com a doencga nao controlada (SOPTERJ, 2018). O grau de
controle da asma € o principal fator associado a morbidade e a mortalidade da
doenca (GINA, 2017). Inevitavelmente, casos mal diagnosticados levam ao excesso
de tratamento ou a tratamentos inapropriados (Lucas et al., 2008) e, por
conseguinte, aumentam-se 0s riscos de efeitos colaterais na auséncia de qualquer

beneficio farmacoldgico (Contoli & Papi, 2010).
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De acordo com as diretrizes propostas pelo GINA (2017), pacientes com sintomas
compativeis com o diagnéstico devem ser submetidos a uma espirometria com prova
broncodilatadora empregando B2-agonistas na dosagem de 400 mcg. Caso a
espirometria ndo sugira diagnéstico de asma é recomendado a repeticdo do exame
em outra ocasido ou a realizacdo de espirometria com teste de broncoprovocacao
(SOPTERJ, 2018). Ha ainda a possibilidade de tratamento empirico para asma por 1
a 3 meses seguido de nova espirometria (GINA, 2017). Caso seja observado, apés
esse periodo de tratamento preliminar, uma melhora significativa da funcao
pulmonar (correspondente a um aumento no ‘volume expiratério forcado no primeiro
segundo’ - VEF1 > 12% ou 200ml), o diagnostico de asma € considerado provavel.
Se a espirometria estiver dentro dos parametros de normalidade e o quadro clinico
for compativel com asma, o tratamento podera ser iniciado, enquanto possiveis

diagnésticos diferenciais possam ser pesquisados (SOPTERJ, 2018)

Existem, no entanto, barreiras para a realizacdo de testes de fungcdo pulmonar e,
nessas circunstancias, pode-se tentar iniciar a medicacdo em pacientes com
sintomas de asma, sem se empenhar em investigacbes diagndésticas adicionais
(Contoli & Papi, 2010). Nas ultimas trés décadas, diversos estudos tém reportado
casos em que, apos criteriosa reavaliacdo, a doenca ndo pdde ser confirmada em
pacientes que ja se encontravam em tratamento para controle de asma (Marklund et
al., 1999; Lindensmith et al., 2004; Aaron et al., 2008; Shaw et al., 2012). Por outro
lado, Luks et al. (2010) demonstraram que 30% dos pacientes negativos para asma,
avaliados através de broncoprovocacgdo, experimentaram sintomas de asma que
necessitaram de intervencdo meédica nos 6 meses seguintes. Pavord et al. (2015)
alertam para casos de negligéncia diagnostica em todos os niveis de atencao,
levando a prescrigbes inadequadas de tratamentos caros e a banalizagcdo de um

diagndstico potencialmente letal.

Uma abordagem alternativa, e potencialmente promissora, que talvez possa
contribuir para aperfeicoar o diagnostico e o prognostico da asma, talvez esteja
voltada para os estudos moleculares e crescente uso da biotecnologia voltada tanto
para fins de diagndstico e prognostico, quanto para fins de predicdo da resposta

terapéutica. A asma é conhecidamente uma doenca multifatorial complexa para a
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qual uma forte contribuicdo genética tem sido estabelecida (Kaneko et al., 2013).
Dessa forma, a identificacdo de genes e de vias moleculares envolvidos na
patogénese da asma podera ser de grande valor em prever os resultados da
doenca, assim como em estabelecer abordagens terapéuticas (Hussein et al., 2016).
A identificacdo de genes relacionados a asma € somente o comeco de um longo
processo através do entendimento de suas funcbes na patogenia da doenca
(Holloway & Koppelman, 2007). Posteriormente, a dissecacdo de perfis genéticos
suscetiveis pode fornecer uma visdo sobre a patogénese, permitindo-nos identificar
diferentes subfendtipos e contribuir para identificar formas mais objetivas de realizar

o diagndstico e encontrar novas terapias direcionadas (Resende et al., 2017).

1.5 GENETICA DA ASMA

A etiologia e a progressdo da asma dependem de muitos fatores, incluindo a
heranca genética e epigenética (Dhondalay et al., 2019). A busca por elucidar esses
fatores envolveu uma miriade de estudos com objetivos e abordagens muito
diversos. Uma dessas abordagens foi o emprego de modelos animais a fim de
compreender aspectos da expressao génica e das respostas imunoldgicas na
inflamacdo broénquica da asma. Desde o inicio da década de 1990 foram
estabelecidos modelos animais para estudar aspectos especificos da asma (Keir &
Page, 2008; Gualdi et al., 2010) e, com esse enfoque, muitas caracteristicas

fisiopatoldgicas na asma atopica foram inicialmente reveladas (Torres et al., 2005).

Estudos com o uso de camundongos knockout, onde o animal mutante ndo expressa
um gene particular, permitiram estudar a funcdo especifica de alguns genes no
desenvolvimento da asma (Gualdi et al., 2010). Estudos que aplicaram essa
abordagem foram capazes de revelar a inibicdo de fenotipos de asma como
resultado da deficiéncia de certos genes, tais como: IL-4 (Pauwels et al.,1997);
MMP-9 (Cataldo et al., 2002; Lim et al., 2006), ADAM8 (Naus et al., 2010) e SMAD3
(Le et al.,, 2007). Por sua vez, estudos realizados com animais transgénicos

revelaram, por exemplo, a importancia da expressao de certos genes, como os das
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interleucinas IL-4, IL-5 e IL-13 (Foster et al., 1996; Elias et al., 2003; Fish et al.,
2005; Taube et al., 2004) na fisiopatogenia da asma alérgica. A mesma abordagem
também possibilitou revelar a participacdo de alguns genes no remodelamento e na
hiperreatividade brénquica na asma, como foram os casos dos genes: ADAMS8 (King
et al , 2004), VEGF (Lee et al., 2004), ORMDL3 (Miller et al., 2014) e GSDMB (Das
et al., 2016).

E reconhecido, portanto, que a asma tem um componente genético substancial. A
herdabilidade da asma foi estimada em 35% a 95% (Ober & Yao, 2011). Resultados
de um recente estudo de meta-analise, abrangendo uma coorte com 71 gémeos,
estimou a herdabilidade da asma em 54% (Polderman et al., 2015). Nao por acaso,
tais evidéncias fizeram com que a era gendmica trouxesse consigo a esperanca de
subtipagem molecular e de personalizacdo de planos de tratamento para a asma
(Willis-Owen et al., 2018), uma vez que a identificacdo de marcadores genéticos
associados a asma tem o potencial de possibilitar o desenvolvimento de inovacdes

nas estratégias diagndsticas, prognadsticas e terapéuticas

Os primeiros estudos em genética da asma foram baseados em analises de ligacéo
genética seguida de clonagem posicional (Los et al., 1999; Denham et al., 2008;
Bouzigon et al., 2010). Esses estudos foram realizados com familias contendo
multiplos individuos afetados e evidenciaram sitios ao longo do genoma como
potenciais marcadores para a asma, permitindo a identificacdo de regifes contiguas
que apresentavam cotransmissao com o trago de interesse (Willis-Owen et al.,
2018). Analises de ligacdo, usando pequenas repeticbes em tandem
(microssatélites) para acompanhar a transferéncia de informagdo genética entre
geracdes, foram usadas para identificar regides cromossémicas que potencialmente

contém genes da asma (Denham et al., 2008).

A abordagem em analises de ligacdo genética seguida de clonagem posicional
resultou na identificacdo de oito genes que, supostamente, contribuem para a
etiologia genética da asma: ADAM33 (Van Eerdewegh et al., 2002), DPP10 (Allen et
al., 2003), PHF11 (Zhang et al.,, 2003), NPSR1 (Laitinen, et al.,, 2004), HLA-G
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(Nicolae et al., 2005), CYFIP2 (Noguchi et al., 2005), IRAK3 (Balaci et al., 2007) e
OPN3 (White et al., 2008). Infelizmente, como em muitos outros tracos chamados de
complexos (ou multifatoriais), a clonagem posicional de potenciais genes de
susceptibilidade a asma foi dificultada por problemas de inconsisténcias de

replicacédo (Willis-Owen et al., 2018).

Um grande avanco na identificacdo dos genes foi conseguido por estudos de
associacao genética, isto €, estudos de genes candidatos e de associagdo genémica
ampla (Genome-Wide Association Study - GWAS) (Sakamoto & Hizawa, 2019). Na
era pré-genoma, a grande maioria dos estudos de alta resolucéo foi limitada a genes
individuais cuja candidatura foi sugerida por linhas de evidéncia convergentes
(Willis-Owen et al., 2018). Em estudos de associacdo de genes candidatos, 0s
genes sdo geralmente selecionados com base na sua fungcdo conhecida, sua
participacdo na fisiologia, que supostamente influencia a suscetibilidade a asma, ou
com base em sua posicdo cromossOmica identificada por estudos de ligacéo
anteriores (Sakamoto & Hizawa, 2019). Até 2006, antes da publicacdo do primeiro
estudo de GWAS, estudos de genes candidatos implicaram mais de 100 genes na
etiologia da asma (Ober & Hoffjan, 2006). Entre eles, o gene do receptor beta-2-
adrenérgico (ADRB2) destaca-se como um dos mais importantes e amplamente
estudado (Tabela 3).

Atualmente, muitos estudos de associagdo tém investigado a participacdo de
diversos genes, e de seus polimorfismos, na suscetibilidade a asma (Martinez-
Aguilar et al., 2015; Ghani et al., 2017; Almomani et al., 2019), no diagnostico de
gravidade (De Paiva et al., 2014; Carr et al., 2016; Liang et al., 2016), nos tracos
fenotipicos caracteristicos da doenca (Karaca et al., 2016) ou na resposta diferencial
as terapias (Shah et al., 2015; Jovicic et al., 2018; Sood et al., 2018; Yang & Guo et
al., 2018). Entretanto, essa abordagem impede a identificacdo de componentes
realmente novos da patobiologia da doenca, embora, por outro lado, forneca uma
ferramenta para ratificar ou refutar os candidatos existentes (Willis-Owen et al.,
2018).
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Estudos de GWAS produziram resultados empolgantes e identificaram novos alelos
e loci de risco (Ober, 2016). Os GWAS'’s aproveitam a abundancia de polimorfismos
de nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polymorphism - SNP) em todo o genoma,
conforme definido por meio de sequenciamento, para permitir a aplicacdo de
associacao alélica em escala genémica ampla (Willis-Owen et al., 2018). O primeiro
estudo a empregar essa abordagem para a asma foi realizado em 2007 com a
caracterizagdo de mais de 317.000 SNP’s ao longo do genoma de casos e de
controles (Moffatt et al., 2007). Até o momento, o0s GWAS’s produziram pelo menos
38 loci genbmicos que mostraram associacdo com a asma (Willis-Owen et al., 2018)
(Tabela 4). Além disso, os GWAS’s tém identificado SNP’s associados a asma em
niveis gendmicos de significancia (p<10%) (Ober, 2016). Como resultado das
diferentes abordagens estabelecidas, nas ultimas décadas a busca por genes
associados a asma foi rigorosamente realizada, e quase 700 genes foram relatados
(Sakamoto & Hizawa, 2019).

Dada a heterogeneidade clinica e o importante papel das exposicbes ambientais no
desenvolvimento da asma (Ober, 2016), 0 componente genético para essa doenca
tem uma contribuicdo complexa e ainda pouco compreendida. Em adicdo, estudos
recentes buscam elucidar a influéncia das variaveis ambientais na expressdo dos
genes e sua participacdo nos desfechos clinicos da asma. O aumento dramatico na
prevaléncia de asma no Ultimo meio século sugere um importante papel das
exposicfes ambientais (Stein et al., 2016) sobre os padrdes epigenéticos e
conseqguente aumento sobre a suscetibilidade a asma (Joubert et al., 2016; Xu et al.,
2017).

A importancia das mudancas epigenéticas para asma foi reforcada pela observagéo
de alteracdes epigenéticas em loci gendmicos especificos, incluindo metilacdo do
DNA em sitios CpG (Liang et al., 2015; Yang et al., 2015; Yang et al., 2017; DeVries
et al., 2017), de RNAs néo-codificantes (Austin et al., 2017) e de micro-RNAs. (Maes
et al., 2016). Contudo, a despeito do recente progresso da compreensdo do
aspectos epigenéticos da asma, muitas questdes permanecem sem respostas (Xu et
al., 2018), tais como: quais os sitios de metilacdo do DNA ao longo do genoma estéo

fortemente associados a asma; se os padrbes de metilacdo ja estdo presentes ao
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nascimento ou se sdo desenvolvidos durante a infancia (Xu et al.,, 2017); e se
existem padrbes idade-especificos em criancas de diferentes paises frente as
variagdo das exposi¢coes ambientais e de estilos de vida (Xu et al.,, 2018). Como
essas outras questdes ainda precisam ser mais bem exploradas a fim de elucidar o

papel das variantes epigenéticas no desenvolvimento da asma.

Décadas de evidéncias clinicas sugerem que a asma deve ser vista como uma
doenca genética multifatorial complexa (Yang & Guo et al.,, 2018). Como outras
doencas complexas comuns, os alelos associados a asma tém efeitos pequenos e
Sao responsaveis por pouco da prevaléncia da asma (Ober, 2016). Embora esses
efeitos sejam individualmente responsaveis por apenas uma minoria da variancia
fenotipica, eles fornecem novos insights sobre 0s processos patogénicos
subjacentes, bem como fontes potenciais de interacdo com o ambiente (Willis-Owen
et al., 2018). Portanto, estabelecer os perfis genéticos associados a suscetibilidade,
progressdo, gravidade e resposta terapéutica da asma pode contribuir
significativamente para modificar a progressdo da doenca, prevenir a gravidade da

doenca e desenvolver medicamentos personalizados (Sakamoto & Hizawa, 2019).
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Tabela 3 — Os 30 principais genes por estudos de associacdo de genes candidatos em asma. A lista
inclui os genes associados a asma em pelo menos 15 estudos independentes que foram
selecionados através da pesquisa no banco de dados publico DisGeNET (http:/
http://www.disgenet.org). ADAM33 e NPSR1 foram excluidos porque as associacdes desses dois
genes com asma foram relatadas pela primeira vez por analise de ligagédo livre de hipéteses seguida
de clonagem posicional. Fonte: Sakamoto & Hizawa (2018).

Regido cromossbémica Genes
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6p21.33 TNF
5g31.1 IL13
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Tabela 4 - Loci implicados na etiologia da asma através de estudos de associacdo gendmica ampla
(GWAS) com valor de p < 5 x 1078, Fonte: Willis-Owen et al. (2018).
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Regido cromossémica

Genes reportados

1p36.22
1921.3
1923.1
1923.3
1q24.2
1g25.1
1931.3
1g32.1
2p25.1
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5q022.1
5031
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10g21.3
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12g13.3
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D2HGDH
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RAD50, NDFIP1
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PBX2, NOTCH4, C6orfl0, BTNL2, HLA-DRA, HLA-DRB5, HLA-
DQA1, HLA-DQ, HLA-DQB1, HLA-DQA2, HLA-DOA, HLA-DPB1

HLA-C, MICA
BACH2

CDHR3

TPD52, ZBTB10
SLC30A8

EQTN, TEK, MOB3B
RANBPG, IL33
PTGES
LOC338591, GATA3
JMJD1C
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CDK2, IKZF4
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RAD51B
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SMAD3
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IL2RB
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1.5.1 Gene ADRB2

O gene ADRB2 esta localizado no cromossomo 5¢g31-932 (Chung et al., 2011), uma
regido geneticamente ligada a asma (Hawkins et al., 2008). Consiste em um Uunico
éxon de 2015 nucleotideos (Danielewicz, 2014) que codifica um receptor com sete
regibes transmembranares (receptores 2 ou B2-AR) e 413 amino&cidos (Kobilka et
al.,1987) (Figura 2). Os receptores 2, membros da familia de receptores acoplados a
proteina G (Toraih et al.,, 2019), sdo amplamente expressos no trato respiratério,
particularmente nos musculos lisos da via aérea (Thakkinstian et al., 2005; Litonjua et
al., 2010). Esse receptor participa de varias respostas fisioldgicas das vias aéreas,
incluindo broncodilatacdo, vasodilatagdo e depuracdo mucociliar, bem como varias

acOes anti-inflamatodrias (Staus et al., 2014; Hussein et al., 2017).

O efeito clinicamente relevante dos 2 no musculo liso pulmonar é o relaxamento, que
pode ser causado por agonistas de B2 (De Paiva et al., 2014). Os [2-agonistas
inalaveis foram estabelecidos como tratamento de primeira linha para o controle de
asma aguda (Chung et al., 2011; Plazinska et al., 2015) devido aos seus excelentes
efeitos broncodilatadores (Figura 3). Nas dUdltimas duas décadas, como o0s
corticosteroides inalaveis tornaram-se o principal agente de tratamento da asma,
houve um decréscimo de mortalidade pela doenca (Wijesinghe et al., 2009). Contudo,
a resposta do paciente ao tratamento com B2-agonistas é altamente variavel e dificil
de ser predita (Martin et al., 2008).

O gene ADRB?2 foi sequenciado em multiplas populacdes e mais de 80 polimorfismos
foram identificados, dos quais 45 SNP’s (Litonjua et al., 2010). Nove destes causam
alteracdes ndo-sinbnimas, levando a uma substituicdo de amino&cidos, sendo os mais
estudados: A46G (Argl6Gly, rs1042713), C79G (GIn27Glu, rs1042714), G100A
(Val34Met, rs990810566) e C491T (Thrl64lle, rs1800888) (Figura 2). Tem sido
relatado que os SNP’s Argl6Gly e GIn27Glu, além de potencialmente resultarem em
uma suscetibilidade aumentada para a asma, estdo também relacionados com uma
heterogeneidade quanto a resposta ao tratamento com broncodilatadores (Gao et al.,
2000; De Paiva et al., 2014).
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Em particular, o SNP C79G (também identificado como GIn27Glu, Q27E e rs1042714)
resulta da substituicdo de uma glutamina (GlIn; “Q”) por um acido glutamico (Glu; "E")
no cédon 27 devido & mudanca de citosina para guanina (C>G) no nucleotideo 79
(Toraih et al., 2019). Foi verificado que este SNP altera a sequéncia de aminoacidos
do B2-AR na éarea que flanqueia o local de ligacdo do receptor causando uma
regulacdo negativa e, com isso, uma dessensibilizacdo (Hussein et al., 2017).
Consequentemente, observa-se que um subgrupo de pacientes asméaticos apresenta
uma baixa resposta ao tratamento com essa classe de medicacao.

Existem, contudo, resultados inconsistentes e conflitantes que foram relatados em
varias populacbes étnicas na Asia, América do Sul e Europa (Contopoulos-loannidis
et al., 2005). Alguns estudos que testaram a associagcdo dos polimorfismos do gene
B2AR a resposta ao SABA nao puderam definir a forca dessa relacdo e produziram
resultados discordantes (Martinez et al., 1997; Fu et al., 2002; Choudhry et al., 2005;
Palmer et al., 2006; Giubergia et al., 2008; Martin et al., 2008; Carrol et al., 2009;
Wang et al.,, 2018). Adicionalmente, em uma coorte composta por em criancas
Sérvias, Jovicic et al (2018) ndo encontraram correlacdo entre as variantes do SNP
C79G e a gravidade da asma ou a resposta ao tratamento com salbutamol. Resultado
semelhante foi reportado por Toraih et al. (2019), o qual também nao evidenciou
correlagcdo entre as variantes do SNP C79G e o desenvolvimento da asma, a
gravidade ou mesmo com a resposta ao tratamento em um grupo de criancas e

adolescentes do Egito.

Relativamente, poucos estudos tém examinado 0s aspectos genéticos da asma em
latino-americanos (Forno et al., 2015). Sdo ainda mais raros o0s estudos que
objetivaram elucidar o papel do SNP C79G do gene ADRB2 e que, para isso,
empregaram coortes provenientes da populacdo brasileira. Em um desses raros
estudos, De Paiva et al. (2014) investigaram os SNP’s A46G (rs1042713) e C79G em
uma coorte constituida por 88 criancas e adolescentes asmaticos e, dessa forma,
concluiram que ambos polimorfismos estariam associados tanto a ocorréncia de asma
guanto a sua gravidade. Nesse mesmo contexto, Leite et al. (2015) investigaram 0s
SNP’s A46G e C79G do gene ADRB2 com a ocorréncia de asma e sobrepeso em 206
criancas e adolescentes provenientes da Regido Sul do Brasil. Esse estudo revelou

qgue o alelo G foi mais frequentemente encontrado no grupo de sobrepeso asmatico
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comparado com o grupo de peso normal ndo asmatico. Em contrapartida, Genov et al.
(2015) investigaram 16 SNP’s de 11 genes (TNF, IL6, IFNG, TGFB1, 1L10, CD14,
TLR4, TLR7, TLR8, FLG e ADRB2) em 311 trios familiares (n = 944) e néo
evidenciaram associacdo entre os SNP’s A46G e C79G do gene ADRB2 com a
suscetibilidade ao desenvolvimento de asma. Da mesma forma, a fim de compreender
a influéncia dos polimorfismos ADRB2 no desencadeamento de broncoespasmo
induzido pelo exercicio (BIE) em adolescentes asméaticos, Consentino et al. (2016)
também ndo evidenciaram associacao entre esse fendtipo e as variantes do SNP
C79G.

O contexto apresentado, no qual resultados de diferentes estudos se contradizem,
reitera a necessidade de investigacoes adicionais sobre os efeitos de SNP’s no gene
ADRB2 no desenvolvimento e no tratamento dos variados fenotipos de asma. A
capacidade de predizer, através de testes laboratoriais, a predisposicdo a asma, a um
dado fenétipo da doenca ou mesmo capaz de prever 0s pacientes asmaticos
potencialmente resistentes ao tratamento com [(2-agonistas, seria um marco
importante no diagnéstico e no prognostico dessa doenca, com potencial para

viabilizar vias terapéuticas alternativas, direcionadas e mais eficazes.
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Figura 2 - Esquema mostrando as sete regides transmembranares que abrangem os receptores [2-
adrenérgicos com polimorfismos de nucleotideo unico (SNP’s) dentro de cdédons especificos que
causam alteragcdes de aminoacidos ndo sindnimos.
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Figura 3 - Drogas que tem como alvo os receptores (2-adrenérgicos. Retangulos em vermelho:
antagonistas do B2-AR; retdngulos em azul: agonistas do p2-AR. Fonte dos dados: The BioGRID

interaction database Version 3.5.167 (https://thebiogrid.org/)
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se 0 SNP C79G do gene ADRB2 esta associado a um conjunto de variaveis
clinicas dos fendtipos de asma, com a reversibilidade da obstrucdo brénquica e com a

gravidade da doenca.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estruturar um banco de dados de pacientes asmaticos contendo informacfes
sociodemogréficas, clinicas e genéticas.

e Realizar a genotipagem das amostras de DNA dos pacientes asmaticos para
o polimorfismo C79G (rs1042714) do gene ADRB2;

e Verificar se ha associacdo entre os gendtipos dos pacientes e as variaveis

clinicas, incluindo os exames bioquimicos, cutaneos e de funcédo pulmonar.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PACIENTES

Foram entrevistados, de forma aleatoria, de acordo com a chegada ao atendimento,
381 pacientes com diagnéstico de asma do Ambulatério de Asma de um Hospital
filantropico de Vitéria, ES, Brasil. Durante a entrevista com os pacientes, foram
obtidos o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e o historico familiar quanto a
asma e a comorbidades. Os dados clinicos dos pacientes foram obtidos a partir do
exame fisico e de seus respectivos prontuarios médicos. Foram excluidos das
analises os sujeitos com dados clinicos incompletos, de modo que as andlises
incluiram 313 pacientes. Dentro dessa coorte, foi possivel a analise dos genotipos de
281 pacientes. O grupo foi estratificado segundo o diagnéstico de gravidade em:
asma leve, moderada e grave, segundo os critérios do GINA (Fitzgerald, 2015).
Foram reunidos dados das seguintes comorbidades: rinite alérgica, hipertensao,

diabetes e doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE).

3.2 TESTES DE FUNCAO PULMONAR

Os parametros empregados para avaliar a funcdo pulmonar foram obtidos a partir dos
resultados dos testes de espirometria. As provas de funcdo pulmonar foram
realizadas por técnicos especializados no Centro de Referéncia em Asma com o
emprego do espirdbmetro Koko® (KoKo PFT; nSpire Health, Longmont, CO, EUA). A
espirometria foi realizada de acordo com as diretrizes da American Thoracic Society
(ATS) e da European Respiratory Society (ERS) (Miller, et al., 2005).

Os parametros pulmonares selecionados para analise foram a Capacidade Vital
Forcada (CVF), Volume Expiratério Forcado no Primeiro Segundo (VEF1), Razéo
entre volume expiratério forcado no primeiro segundo e a capacidade vital forcada
(VEF1/ CVF) e o Fluxo Expiratorio Forcado Médio na faixa intermediéria (FEF25-75%).
As medicdes foram registradas antes e apos o uso do broncodilatador agonista do
B2AR, com o objetivo de aferir a reversibilidade da obstrucdo brénquica. A

determinacao da reversibilidade da limitacdo do fluxo aéreo com a administracdo de
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drogas € comumente realizada como parte do teste de funcéo pulmonar (Miller et al.,
2005). A reversibilidade foi realizada com o uso de 400 mcg do broncodilatador B-
agonista Salbutamol. Outro parametro utilizado para mensurar a fungédo pulmonar foi
o Pico do Fluxo Expiratorio (PFE), o qual foi obtido através do teste com o aparelho
portatil de Peak Flow. Esse teste também foi conduzido por técnicos do hospital.
Foram adotadas as meédias dos valores das trés ultimas mensuracfes.de cada

parametro.

3.3 DADOS ANTROPOMETRICOS

O indice de massa corporal (IMC), calculado como Kg/m?, foi extraido diretamente do
prontudrio dos pacientes. Novamente, foram adotadas as médias dos valores das trés

altimas mensuracdes dessas variaveis.

3.4 EXAMES BIOQUIMICOS E CUTANEOS

Foram compilados dados de exames laboratoriais diretamente do prontuério
eletronico dos pacientes. Entre esses, foram reunidos resultados de exames de
hemograma, particularmente, o percentual de eosindfilos. Foram também obtidos
dados de testes de IgE total e de IgE especifico. Tendo em vista que existe variacao
temporal desses valores, e para obter uma aproximagcdo mais fidedigna dessas
medi¢bes, também foram adotadas as médias das trés ultimas mensuragdes dessas

variaveis.

Os resultados de testes cutaneos de alergia de leitura imediata, chamado de Prick
Test ou teste de puntura, também foram reunidos para analise como variavel
resposta, uma vez que constituem uma ferramenta auxiliar importante no diagndéstico
de doencas alérgicas (Motta et al., 2005). Esse teste foi conduzido com a utilizacao de
antigenos de: &caros (Blomia tropicallis, Dermatophagoides pteronissynus e
Dermatophagoides farinae), fungos (Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus e
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Cladosporium herbarum), barata, epitélio de cdo e epitélio de gato. Todos esses
exames foram conduzidos por equipe técnica especializada e os resultados estédo

armazenados nos registros do Ambulatorio de Asma do hospital.

3.5 EXTRACAO DE DNA

Foram coletadas amostras de 3mL de sangue total em tubos de coleta estéreis do tipo
a vacuo contendo Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) 5% como
anticoagulante. A obtencdo do DNA foi realizada através do protocolo de extracédo de
DNA proposto por Miller et al. (1988) com adequacdes. A quantificacdo do DNA nas
amostras foi realizada através da analise de 0,2uL de cada amostra no
espectrofotometro UV NanoDrop 1000® (Thermo Scientific, Wilmington, MA).

3.6 AMPLIFICACAO E GENOTIPAGEM

A analise do polimorfismo C79G do gene ADRB?2 foi realizada através da reacéo de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction) alelo-especifica
(ARMS-Amplification-Refractory Mutation System) (Tan et al., 1997; Marson et al.,
2012; De Paiva et al., 2014). Para cada amostra, foram realizadas duas reacfes de
PCR empregando os seguintes iniciadores (primers):

Primer comum: 5-AGG CCC ATG ACC AGA TCA GCA CAG GCC AG-3'

Primer ARMS 1B: 5'-GCC ATG CGC CGG ACC ACG ACG TCA CGC ATC-3’

Primer ARMS 2B: 5'-GCC ATG CGC CGG ACC ACG ACG TCA CGC AAG-3’

As duas reacdes de PCR foram realizadas sob as mesmas condicfes. Para cada
reacdo de 10 pL, 200 yM de cada nucleotideo (dNTPs), 5,0 nM de Cloreto de
Magnésio (MgCl2), 0,4 U de Tag polimerase, 0,2 pmol de cada primer e 1,0 pyL
(aproximadamente cerca de 50 ng) de DNA gendmico. As condi¢cées de amplificacao
por PCR consistiram em desnaturacao inicial de 5 minutos a 94°C, seguido por 35
ciclos de: 94°C durante 1 minuto; 67°C por 1 minuto; 72°C por 1 minuto; finalizando

com 72°C por 10 minutos. Os fragmentos amplificados foram separados para analise
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através de eletroforese em gel de poliacrilamida 12% corado em nitrato de prata 2%
(Figura 6).

periférico

Extracao
salina

—

=
D Sangue

Genotipagem
DNA Gendmico Amplificacao (Gel de Poliacrilamida)

Figura 4 - Etapas de andlise do SNP C79G do gene ADRBZ2. Para cada amostra foram realizadas

duas amplificagdes na PCR, uma para cada alelo. O produto de PCR do gene ADRBZ2 é diretamente
conduzido ao processo de eletroforese em gel de poliacrilamida e corado em nitrato de prata a 12%.
Figura criada na plataforma Mind the Graph (www.mindthegraph.com)

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software “Statistical Package for
the Social Sciences for windows” (SPSS®), versao 25.0. Os testes estatisticos foram
conduzidos a fim de testar a associacdo dos genotipos do SNP C79G do gene
ADRB2 e os fenétipos de gravidade da asma, as varidveis antropométricas e as

variaveis clinicas (incluindo os parametros de reversibilidade da obstrucdo brénquica).

Os dados foram descritos como numeros absolutos ou percentuais. As frequéncias
alélicas foram obtidas por contagem génica. O Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)
foi calculado on-line (http://www.oege.org/software/hardy-weinberg.html) e testado
pelo Teste Qui-Quadrado (x2) para comparar a distribuicdo esperada dos genotipos
versus a observada. A estatistica de Kolmogorov—Smirnov foi conduzida para ajustar
os dados continuos que ndo apresentaram distribuicdo normal. A associacdo entre

essas variaveis e 0s genotipos foi realizado utilizando o teste nado-paramétrico de
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Kruskal-Wallis. O teste ANOVA foi aplicado as variaveis continuas com distribuicdo
normal. O teste de associacdo entre os genotipos e as variaveis categoricas foi

realizado através de teste x2. Um valor de p<0,05 foi considerado significativo.

4. RESULTADOS

4.1 ANALISE DESCRITIVA DOS PACIENTES DO ESTUDO

O estudo foi conduzido com a analise dos dados de 313 pacientes diagnosticados
com asma, sendo 254 mulheres (81,2%) e 59 homens (18,8%) (tabela 5). Quando
estratificados pelo critério de diagndstico de gravidade da asma, a distribuicdo dos
fendtipos foram 143 pacientes (45,7%) com fenétipo de asma grave, 116 (37,1%)
moderada e 54 (17,3%) leve (tabela 5). Dessa coorte, 68 (21,7%) pacientes nao
respondem as terapias convencionais mesmo com elevadas doses de
corticosteroides, tendo sido escolhidos para tratamentos com anticorpos monoclonais
(tabela 5). A mediana da idade foi de 52 anos (8-82) (Tabela 6).

Em relacdo a remissdo da doenca, caracterizada por um intervalo temporal sem
manifestacbes de sintomas, 181 (58%) nao tiveram interrupcao dos sintomas desde a
primeira crise, enquanto 131 (42%) apresentaram remissao em algum momento
(tabela 5). Cerca de 60% dos pacientes (187) apresenta asma desde a infancia,
enquanto 40% (126) desenvolveram a doenca ao longo da vida adulta (tabela 5). A

mediana de idade da primeira crise asmatica foi de 8 anos (0-71) (Tabela 6).

Os dados relativos aos testes de funcao pulmonar (Peak Flow relativo, CVF, VEF,
VEF1/CVF e FEF2s.75%) estdo resumidos na tabela 7. Quanto aos testes alérgicos
cutaneos de leitura imediata, 121 pacientes (58,5%) apresentaram resposta a algum
dos alérgenos testados, enquanto 86 (41,5%) nao demonstraram nenhuma
sensibilizacdo a esses antigenos (tabela 5). O alérgeno que resultou no maior indice
de resposta atbpica entre os pacientes, 100 (47,8%), foi a do acaro Blomia tropicallis
(tabela 8).
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Do total (n=313), 240 (76,7%) sofrem de rinite alérgica, (45,4%) séo hipertensos, 54
(17,3%) sao diabéticos e 164 (52,4%) apresentam doenca do refluxo gastroesofagico
(tabela 5). A mediana de IMC foi de, aproximadamente, 28,9 (14,3-57,5) (tabela 6).

4.2 ASSOCIACAO DOS GENOTIPOS DO SNP C79G DO GENE ADRB2 COM AS
VARIAVEIS CLINICAS DOS PACIENTES ASMATICOS

De 281 pacientes, para os quais as amostras de DNA foram genotipadas, 139
(49,5%) apresentaram o genoétipo homozigoto CC (GInz7-Glnz7), 131 CG (GInz7-Gluzr)
e 11 o gendtipo homozigoto GG (Gluz7-Gluz7). Essa distribuicdo genotipica ndo foi
consistente com o equilibrio de Hardy — Weinberg (X2 = 8,754; p = 0,003). N&o foi
encontrada associacdo significativa de nenhum dos genoétipos do SNP C79G do gene
ADRB2 com os fenotipos de gravidade da asma, com as caracteristicas da doenca ou
com os achados laboratoriais (tabelas 9 e 10). Também nao foram encontradas
associacdo dos genodtipos com as quatro comorbidades incluidas na analise (rinite,
hipertenséo, diabetes e DRGE) (tabela 9) ou com parametros de funcédo pulmonar e
de reversibilidade da broncoconstricdo (tabela 11). A resposta alérgica a trés
antigenos utilizados do teste cutaneo de leitura imediata (prick test) mostrou-se
significativamente associada ao SNP C79G: Cladosporum herbarum (p=0,025),
epitélio de cdo (p=0,019) e epitélio de gato (p=0,012). As demais variaveis desse teste

nao apresentaram associagao significativa (tabela 12).



Tabela 5 - Perfil clinico dos pacientes quanto
gastroesofagico

41

as variaveis categoricas. DRGE: Doenca do refluxo

Variaveis categoricas N %
Género

F 254 81,2

M 59 18,8
Gravidade da asma

Asma Grave 143 45,7

Asma Moderada 116 37,1

Asma Leve 54 17,3
N&o responsivos aos tratamentos convencionais
(usuérios ou elegiveis para uso de anticorpos monoclonais)

Sim 245 78,3

Nao 68 21,7
Remissao de sintomas da asma

Presente 131 42,0

Ausente 181 58,0
Asma na infancia

Presente 187 59,7

Ausente 126 40,3
Rinite alérgica

Presente 240 76,7

Ausente 73 23,3
Teste cutaneo de leitura imediata (Prick Test)

Positivo 121 58,5

Negativo 86 41,5
Hipertensao

Presente 142 45,4

Ausente 171 54.6
Diabetes

Presente 54 17,3

Ausente 259 82,7
DRGE

Presente 164 52,4

Ausente 149 47.6
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Tabela 6 - Perfil clinico dos pacientes quanto as variaveis continuas.

Variaveis continuas Minimo Méaximo Meédia Mediana o
Idade 8 86 50 52 15
Idade da primeira crise 0 71 17 8 19
IMC 14,33 57,48 29,78 28,93 6,95
Eosindfilos (%) 0,0 37,0 4,7 3,0 4,9
IgE total (KU/L) 3,9 3.000,0 445,5 228,0 599,9

0: desvio padréo.

Valores de referéncia: IMC (indice de massa corporal): baixo peso (<18,5), intervalo normal (18,5 e
24,9), sobrepeso (25-29,9), obesidade classe | (30-34,9), obesidade classe Il (35-39,9), obesidade
classe Ill (>40). Fonte: Ministério da Saude (2006); Eosindfilos relativo (%) em adultos: 1-5%. IgE total:
7-10 anos: até 116,0 KU/L; >10 anos: até 140,0 KU/L (Fonte: Failace, 2015).
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Tabela 7 - Perfil clinico dos pacientes quanto as variaveis de funcdo pulmonar. CVF: capacidade vital
forcada; VEF1: volume expiratério forcado no primeiro segundo; VEF1/ CVF: razdo entre volume
expiratério forcado no primeiro segundo e a capacidade vital forcada; FEF25-75%: fluxo expiratério
forcado médio na faixa intermediaria; Pré: valores antes do uso do broncodilatador agonista do f2AR;
Pés: valores ap6és o uso do broncodilatador agonista do B2AR.

Provas de funcao pulmonar

(%) Minimo Méaximo Meédia Mediana o
Peak flow relativo 0,0 146,3 56,6 54,7 30,6
Pré-CVF 36,3 124,3 76,8 77,6 17,3
Pré-VEF: 13,3 113,0 63,0 64,4 20,1
Pré-VEF1/CVF 34,0 112,0 79,4 80,7 141
Pré-FEF25.75 1,19 134,00 43,67 39,00 25,08
P6s-CVF 37,0 125,0 80,5 82,2 171
Pés- Prée-VEF1 14,3 122,0 68,3 70,3 20,7
P6s-VEF1/CVF 34,7 114,0 82,3 83,9 14,5
P6s-FEF2s.75 1,75 138,00 51,16 47,30 29,62

o: desvio padrédo
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Tabela 8 - Distribuicdo dos pacientes quanto aos resultados dos testes alérgicos cuténeos de leitura
imediata (prick test). Testes para alérgenos de: &caros (Blomia tropicallis, Dermatophagoides
pteronissynus, Dermatophagoides farinae), fungos (Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus,
Cladosporium herbarum), barata, epitélio de céo e epitélio de gato.

Alérgenos testados no prick test N %

Blomia tropicallis
Positivo 100 47,8
Negativo 109 52,2

Dermatophagoides pteronissynus
Positivo 87 41,6
Negativo 122 58,4

Dermatophagoides farinae
Positivo 95 45,5
Negativo 114 545

Alternaria alternata
Positivo 9 43
Negativo 200 95,7

Aspergillus fumigatus
Positivo 10 4,8
Negativo 199 95,2

Cladosporium herbarum

Positivo 3 1,4

Negativo 206 98,6
Barata

Positivo 32 15,3

Negativo 177 84,7

Epitélio de céo
Positivo 21 10,1
Negativo 187 89,9

Epitélio de gato
Positivo 9 4,3
Negativo 199 95,7




45

Tabela 9 - Teste de associacdo das caracteristicas clinicas categéricas com os genétipos do SNP
C79G do gene ADRBZ2. Foi utilizado o teste Qui-quadrado para essas variaveis. Os valores sio
mostrados como numero de cada gendtipo por categoria e (%). Valor de p <0,05 foi considerado
significativo.

Gendtipos do SNP C79G do gene ADRB2

(rs1042714)
CcC CG GG
(GIn27-Glnz7)  (GIn27-Gluz7)  (Gluz7-Gluz?)

Género

F 114 (49,8) 107 (46,7) 8 (3,5) 0.745

M 25 (48,1) 24 (46,2) 3 (6,8) '
Classificacdo diagnostica da
asma

Asma Grave 65 (23,1) 55 (19,6) 3(1,1)

Asma Moderada 49 (17,4) 54 (19,2) 5(1,8) 0,650

Asma Leve 25 (8,9) 22 (7,8) 3(1,1)
Remisséo de sintomas da asma

Presente 57 (20,4) 52 (18,6) 6 (2,1) 0.642

Ausente 82 (29,3) 78 (27,9) 5(1,8) ’
Asma nainfancia

Presente 81 (28,8) 81 (28,8) 5(1,8) 0.527

Ausente 58 (20,6) 50 (17,8) 6 (2,1) '
Rinite alérgica

Presente 105 (37,4) 105 (37,4) 11 (3,9) 0.138

Ausente 34 (12,1) 26 (9,3) 0 (0,0) '
Teste cuténeo de
leitura imediata (Prick Test)

Positivo 61 (33,3) 45 (24,6) 5(2,7) 0.422

Negativo 34 (18,6) 36 (19,7) 2(1,1) :
Hipertensao

Presente 63 (22,4) 57 (20,3) 7 (2,5) 0.436

Ausente 76 (27,0) 74 (26,3) 4 (1,4) ’
Diabetes

Presente 22 (7,8) 26 (9,3) 0 (0,0) 0.209

Ausente 117 (41,6) 105 (37,4) 11 (3,9) ’
DRGE

Presente 70 (24,9) 67 (23,8) 8 (2,8) 0,357

Ausente 69 (24,6) 64 (22,8) 3(1,1)




46

Tabela 10 - Teste de associacdo das caracteristicas clinicas continuas com os genétipos do SNP
C79G do gene ADRBZ2. Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para essas variaveis. Os valores sdo
mostrados como média, + desvio padrdo e numero (N) de casos validos. Valor de p <0,05 foi
considerado significativo.

Gendtipos do SNP C79G do gene ADRB2
(rs1042714)

CcC CG GG
(GIn27-Glnz7)  (GIn27-Glu27)  (Gluz7-Gluz7)

Idade 49 (£13) 50 (£16) 51 (£15) 0,731
N 139 131 11
Idade da primeira crise 17 (x18) 16 (x20) 20 (x22) 0,587
N 137 130 11
IMC 30,34 29,32 30,43 0,847
(£7,41) (£6,48) (+6,86)
N 138 130 11
Eosindfilos (%) 48 (+4,8) 4,6 (+4,6) 7,3 (+10,6) 0,856
N 130 113 10
401,0 510,3 334,0 0,289
0 ) ) b )
IgE total (%) (+569,8)  (¢683,2)  (+249.2)
N 128 117 8

Valores de referéncia: IMC (indice de massa corporal): baixo peso (<18,5), intervalo normal (18,5 e
24.9), sobrepeso (25-29,9), obesidade classe | (30-34,9), obesidade classe Il (35-39,9), obesidade
classe Il (>40). Fonte: Ministério da Saude (2006); Eosinéfilos relativo (%) em adultos: 1-5%. IgE
total: 7-10 anos: até 116,0 KU/L; >10 anos: até 140,0 KU/L (Fonte: Failace, 2015).
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Tabela 11 - Teste de associa¢cdo das variaveis de funcdo pulmonar com os genétipos do SNP C79G

do gene ADRB2. Os valores sdo mostrados como média, + desvio padrdo e nimero (N) de casos
validos. CVF: capacidade vital forcada; VEF1: volume expiratorio forcado no primeiro segundo; VEF1/
CVF: razdo entre volume expiratério forcado no primeiro segundo e a capacidade vital forcada;
FEF25-75%: fluxo expiratério forcado médio na faixa intermediaria; Pré: valores antes do uso do
broncodilatador agonista do B2AR; Pés: valores apo6s o uso do broncodilatador agonista do B2AR. Foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis para essas variaveis, exceto para Pré-CVF e Pés-CVF para os
quais foi conduzido teste ANOVA. Valor de p <0,05 foi considerado significativo.

Genodtipos do SNP C79G do gene ADRB2

(rs1042714)
CcC CG GG D
(GIn27-GInz7) (GIn27-Gluz7) (Gluz7-Gluz7)
Peak flow relativo 54,9 (£29,7) 57,3 (x31,9) 55,9 (¥28,5) 0,800
N 139 131 11
Pré-CVF 77,4(£16,9) 76,1 (x16,8) 83,7 (x23,5) 0,604
N 132 126 11
Pré-VEF1 63,4 (x20,3) 62,9 (x19,6) 66,3 (x24,4) 0,857
N 134 126 11
Pré-VEF1/CVF 79 (x14,4) 79,9 (£14,1) 78 (£10,3) 0,888
N 132 126 11
Pré-FEF2s.75 43,49 (+25,17) 44,59 (+25,17) 41,61 (+21,43) 0,895
N 133 126 11
P6s-CVF 80,5 (x17,00) 79,6 (x16,5) 89,2 (x22,8) 0,737
N 131 125 11
Pés- Pré-VEF:1 68,2 (£20,7) 68,1 (x20,2) 74,2 (£26,2) 0,893
N 133 125 11
Pés-VEF1/CVF 81,8 (+x14,8) 83,0 (x14,5) 81,7 (x11,4) 0,892
N 131 125 11
P6s-FEF2s.75 50,05 (+29,23) 52,92 (+30,16) 50,16 (+26,44) 0,829

N

132

125

11
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Tabela 12 - Teste de associacdo dos resultados dos testes alérgicos cutaneos de leitura imediata
(prick test) com os genétipos do SNP C79G do gene ADRBZ2. Foi utilizado o teste Qui-quadrado
para essas variaveis. Os valores sao mostrados como ndimero de cada genétipo por categoria e (%).
Valor de p <0,05 foi considerado significativo.

Gendtipos do SNP C79G do gene
ADRB2 (rs1042714)

cC CG GG
(GIn27-GlInz7)  (GIn27-Gluz7) (Gluz7-Gluz?)

Blomia tropicallis

Positivo 52 (28,1) 36 (19,5) 5(2,7) 0.339

Negativo 44 (23,8) 45 (24,3) 3(1,6) ’
D.pteronissynus

Positivo 42 (22,7) 32 (17,3) 6 (3,2) 0.153

Negativo 54 (29,2) 49 (26,5) 2(1,1) ’
D. farinae

Positivo 46 (24,9) 36 (19,5) 5(2,7) 0602

Negativo 50 (27,0) 45 (24,3) 3(1,6) ’
Alternaria alternata

Positivo 6 (3,2) 2(1,1) 1(0,5) 0.300

Negativo 90 (48,6) 79 (42,7) 7 (3,8) ’
Aspergillus fumigatus

Positivo 6 (3,2) 2(1,1) 1(0,5) 0.300

Negativo 90 (48,6) 79 (42,7) 7 (3,8) ’
Cladosporium herbarum

Positivo 2(1,1) 0 (0,0) 1(0,5) 0.025

Negativo 94 (50,8) 81 (43,8) 7 (3,8) ’
Barata

Positivo 20 (10,8) 7 (3,8) 2(1,1) 0.064

Negativo 76 (41,1) 74 (40,0) 6 (3,2) ’
Epitélio de céo

Positivo 11 (6,0) 5(2,7) 3(1,6) 0.019

Negativo 85 (46,2) 75 (40,8) 5(2,7) ’
Epitélio de gato

Positivo 4(2,2) 2(1,1) 2(1,1) 0.012

Negativo 92 (50,0) 78 (42,4) 6 (3,3)
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6.DISCUSSAO

No presente estudo foi investigado a associagéo entre o SNP C79G (rs1042714) do
gene ADRB2 e um conjunto de variaveis clinicas de pacientes asmaticos. Também foi
testada a associacdo entre esses polimorfismos e a gravidade da asma. Nao foram
analisadas associacdes entre os diferentes genoétipos e a suscetibilidade a asma, uma
vez que ndo empregamos uma abordagem caso-controle. A despeito dessa limitagao,
de nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo dessa natureza conduzido com

uma amostra de pacientes asmaticos do Estado do Espirito Santo.

5.1 ASPECTOS DA ANALISE DESCRITIVA DOS PACIENTES

A analise evidenciou uma amostra constituida majoritariamente por mulheres, mas
com uma distribuicdo etaria bastante heterogénea. Embora mais da metade dos
individuos tenham idade superior a 50 anos, a amostra estudada nédo foi uniforme
quanto a faixa etaria. E comum a diversos estudos de associacdo uma amostra na
qual os sujeitos de estudo sao selecionados pela idade (De Paiva et al., 2014; Shah
et al., 2015; Jovicic et al.,, 2018; Toraih et al., 2019). Essa delimitagdo n&o foi
estabelecida aqui, uma vez que a amostra foi de conveniéncia, coletada de forma
aleatédria, de acordo com a ordem de chegada para o atendimento e o estudo também
ndo se propunha a investigar se a associacao da variavel genética com a asma seria,
ou néo, uniforme em relacéo a idade.

Devido a enorme diversidade étnica no Brasil e a subjetividade inerente a uma
classificacdo dos individuos por etnia, h4 uma dificuldade real de se estratificar os
pacientes quanto a esse critério. Esse fato pode levar a identificacbes fenotipicas
equivocadas. A fim de dirimir esse efeito, optou-se por nédo considerar essa variavel
nas analises realizadas. Embora a coorte estudada seja etnicamente heterogénea, é
importante ressaltar que todos provém de um background socioeconémico e,

portanto, condicdes de saude e de acesso semelhantes.
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O estudo também revelou que mais de metade dos pacientes manifestaram os
sintomas da asma ainda na infancia, tendo a primeira crise por volta dos 8 anos de
idade (Tabela 6). Esse fato denota a relevancia de se tentar estabelecer instrumentos
alternativos para o diagnostico precoce da doenca e a individualizagédo das terapias. A
predicdo de resposta a uma terapia especifica é de grande importancia no tratamento
das exacerbacdes da asma em criancas (Jovicic et al., 2018) e tem ainda mais
impacto quanto mais precocemente iniciada. Além disso, em muitos casos, 0S
sintomas de asma iniciados em adultos podem ter se originado na infancia (Li et al.,
2019). Uma vez que a asma € uma doenca incuravel, o principal objetivo do manejo é
aliviar os sintomas, prevenir a progressdao da doenca e alcancar uma melhor
qualidade de vida (Gina, 2017). Portanto, potenciais inovac¢des biotecnoldgicas que
propiciarem diagnosticos precoces e progndsticos precisos poderdo ter grande valor

nas decisdes das intervencdes terapéuticas adotadas.

5.2 SNP C79G DO GENE ADRB2 E A ASMA

A recente compreensao da genética ja reconheceu que a asma ndo segue o modo
mendeliano de heranca, mas sim é vista como um distarbio multifatorial das vias
aéreas causada pela interacdo complexa entre fatores genéticos e ambientais
(Bandaru et al., 2015). Varios genes foram validados como fatores de risco para a
suscetibilidade e para a receptividade das terapias de controle da asma (De Paiva et
al., 2014).

O gene ADRB2 é um dos genes de suscetibilidade a asma mais amplamente
estudado (Liu et al., 2014; Khan et al., 2018). Muitos estudos tém investigado a
possivel associacdo entre os fenétipos da asma e os polimorfismos do gene ADRB2,
destacando-se os voltados para os SNP’s A46G (rs1042713) e C79G (rs1042714) (De
Paiva et al., 2014; Bandaru et al., 2015; Karaca et al., 2016; Feng et al., 2018; Sood et
al., 2018; Almomani et al., 2019; Scaparrotta et al., 2019; Toraih et al., 2019).

Em particular, o polimorfismo C79G nao tem sido foco apenas dos estudos sobre o

desenvolvimento, gravidade e tratamento da asma, mas também de investigacoes
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gquanto a sua associacdo a uma ampla variedade de outros distarbios, como:
dermatite atopica (Roguedas et al., 2006), doenca pulmonar obstrutiva crénica
(Nielsen et al., 2017; Zhao et al.,, 2017), fibrose cistica (Marson et al., 2012),
hipertensdo (Lou et al., 2010), entre outros. Embora seja objeto de incontaveis
estudos, o papel do SNP C79G especificamente sobre a asma ainda é controverso,
uma vez que os resultados das pesquisas sao conflitantes em diferentes amostras,

populacdes e etnias.

As analises conduzidas aqui ndo revelaram evidéncia de associacédo dos gendtipos de
C79G com as variaveis clinicas investigadas, excetuando-se com a resposta alérgica
ao fungo Cladosporum herbarum e aos epitélios de cdo e de gato. Da mesma forma,
nao foi revelada associacéo desse SNP com a reversibilidade da obstrucdo bronquica
ou com os fenotipos de gravidade de asma. Esses resultados vao ao encontro de
estudos prévios, os quais, da mesma forma, ndo encontraram associac¢ao significativa
dos gendtipos do SNP C79G com aspectos de suscetibilidade, parametros clinicos,
reversibilidade ou fendtipos de gravidade da asma em diferentes populacdes
(Reihsaus et al., 1993; Wang et al., 2009; Szczepankiewicz et al., 2009; Al-Rubaish et
al., 2011; Birbian et al., 2012; Shah et al., 2015; Karaca et al., 2016; Feng et al., 2018;
Jovicic et al., 2018, Scaparrotta et al., 2019; Toraih et al., 2019).

Os resultados de outros estudos, entretanto, apontam na direcdo contraria. Pesquisas
sobre a associacdo do SNP C79G com a asma tém sido amplamente conduzidos em
diferentes populacdes. Desde a década de 1990, a variante alélica G (Gluz7) tem sido
apontada como relevante fator de protecéo contra a dessensibilizacéo do receptor aos
broncodilatadores -agonistas (Green et al. 1994; Green et al. 1995; Hall, 1996) e,
contraditoriamente, como fator de risco para esse fenétipo (Tan et al., 1997). Além
disso, essa variante tem sido relatada como importante fator de redugdo no
downregulation do receptor apos exposi¢cao prolongada a agonista (Hall et al., 1995),
como fator de protecdo contra a hiperreatividade brénquica (Hall et al., 1995),
associada ao menor nivel sérico de IgE (Dewar et al., 1997), a menor gravidade da
asma (Weir et al., 1998) e a favor da menor incidéncia de chiado em individuos
atopicos (Kim et al., 2002).
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Estudos mais recentes também apontam um suposto efeito do SNP C79G sobre a
asma em coortes provenientes de diferentes etnias. A variante alélica G (Gluz7) foi
associada com uma resposta mais rapida ao tratamento com p2-agonistas em
criangas na Australia (Martin et al., 2008) e Taiwan (Lee et al., 2011). Essa variante
também foi associada ao menor risco de asma em um estudo envolvendo criancas
chinesas (Tian et al., 2016) e a menor incidéncia de exarcebacdes asmaticas em
criancas norte-americanas com ancestralidade africana e europeia (Sood et al., 2018).
Ao investigar a potencial influéncia de oito SNP’s, de cinco genes, sobre o nivel de
controle da asma em adultos de descendéncia arabe, Almomani et al. (2019)
encontraram uma associacao significativa entre a variante alélica C (Gln27) e o
fenotipo de asma ndo controlada. No Brasil, em um estudo com uma amostra de
criancas do Estado de Sdo Paulo, De Paiva et al. (2014) apontaram o genotipo
homozigoto CC (GIn27-Gln27) como um fator de risco para asma grave e 0 genotipo
heterozigoto CG (Gln27-Gluz7) como um fator de protecéo para os fenoétipos de asma

moderada e grave.

Os dados apresentados deixam evidente que ainda ndo existe um consenso sobre 0
papel desempenhado pelo SNP C79G com a suscetibilidade a asma, com os
fendtipos de gravidade da doenca ou com a resposta farmacogenética. Os resultados
aqui apresentados sustentam a hipétese de que o SNP C79G ndo desempenha papel
relevante na gravidade da asma ou nos fendtipos clinicos subjacentes. Contudo,
resultados obtidos em estudos com diferentes populacdes tém sido bastante

divergentes.

Considerando que o tamanho das amostras € uma limitagdo na maioria dos estudos,
uma opcao na tentativa de conceber conclusbes mais consistentes a partir do acervo
de trabalhos publicados sdo os estudos de meta-analise. A meta-andlise é um
instrumento util para identificar variantes com efeitos genéticos modestos (Lohmueller
et al., 2003). No contexto da asma e dos polimorfismos do gene ADRB2, aos menos
oito estudos dessa natureza sdo conhecidos até o momento (Migita et al., 2004,
Contopoulos-loannidis et al., 2005; Thakkinstian et al., 2005; Finkelstein et al., 2009;
Liang et al., 2014; Guo et al., 2016, Khan et al., 2018 e Yu et al., 2019).
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As meta-analises capazes de fornecer uma sintese mais clara de todos os dados
disponiveis ainda sdo poucas e distantes entre si, devido a diversidade das
populacbes e ambientes estudados (Willis-Owen et al., 2018). Além disso, em se
tratando da asma, os trabalhos dessa natureza s&o variaveis quanto aos fenotipos a
que se propuseram investigar: gravidade e hiperreatividade brénquica (Contopoulos-
loannidis et al., 2005; Khan et al., 2018), suscetibilidade a asma (Migita et al., 2004,
Thakkinstian et al., 2005; Liang et al., 2014 e Guo et al., 2016, Khan et al., 2018; Yu et
al., 2019) e resposta a inalantes B-agonistas (Finkelstein et al., 2009).

Séo reconhecidas divergéncias envolvendo o papel do SNP C79G na asma, mesmo
quando sdo considerados apenas o0s estudos de meta-andlise que investigaram os
mesmos tipos de respostas fenotipicas. Por exemplo, entre as seis meta-analises que
se propuseram a examinar a associacdo desse SNP com a suscetibilidade a asma,
quatro ndo encontraram associacfes entre os alelos do polimorfismo C79G e a
suscetibilidade (Migita et al., 2004; Liang et al., 2014, Guo et al., 2016 e Khan et al.,
2018), enquanto duas delas apontaram evidéncias de genétipos que estariam
associados com o risco da asma (Thakkinstian et al., 2005 e Yu et al., 2019).
Consistente com os resultados aqui apresentados, das oito meta-analises citadas,
seis ndo encontraram associacdo significativa do SNP C79G com nenhum dos
diferentes aspectos fenotipicos relacionados com a asma em VAarios grupos étnicos
(Migita et al., 2004; Contopoulos-loannidis et al., 2005; Finkelstein et al., 2009; Liang
et al., 2014; Guo et al.,, 2016 e Khan et al., 2018). A compilacdo de estudos
apresentada, juntamente com os resultados obtidos nesse estudo, deixa evidente que

o papel das variantes alélicas do SNP C79G sobre a asma permanece elusivo.

Um dos resultados obtidos que chama atencédo é o fato de haver um expressivo
contingente de pacientes asmaticos em sobrepeso na amostra analisada. A asma é
frequentemente diagnosticada juntamente com a obesidade (Lima et al., 2007,
Danielewicz, 2014; Rasmussen & Hancox, 2014; Ettinger, 2016). Tem sido
demonstrado que a variante G (Gluz7) pode estar associada com a obesidade (Jalba
et al., 2008; Danielewicz., 2014). Em um estudo com criancas e adolescentes, Leite et
al. (2015) sugerem que o alelo G (Gluzr) pode ser mais comum em jovens em
sobrepeso e asmaticos do que em pessoas com peso hormal e ndo asmaticas. Como

ja descrito, o presente estudo ndo empregou a abordagem caso-controle e, por esse
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motivo, ndo ha como refutar consistentemente essa hipétese. A associacao foi
negativa a despeito de uma alta proporcado de pacientes com sobrepeso/obesidade
nessa amostra, o que pode ser um fator de confusdo. Contudo, a ndo evidéncia de
associacao dos gendtipos do SNP C79G com o IMC sugerem que essa hipotese pode

nao ser sustentada em uma analise mais detalhada.

Um achado aparentemente inédito foi a associacdo encontrada entre os genoétipos do
SNP C79G e a resposta alérgica ao Prick Test. Trés dos nove antigenos utilizados
nesse teste (os do fungo Cladosporum herbarum e os de epitélio de cdo e de gato)
revelaram-se associados aos gendtipos do SNP C79G. E necessario ressaltar que o
namero reduzido de individuos na amostra com resultados positivos no Prick Test
para esses trés antigenos, provavelmente, compromete a validade dessa associacao.
Essa observacédo é particularmente importante para os resultados da associagcdo com
a resposta alérgica ao fungo Cladosporum herbarum, uma vez que apenas trés
pacientes da coorte apresentaram rea¢do positiva a esse alérgeno. Caso contrario,
essa associacao poderia sugerir uma associacdo do SNP C79G com a atopia. Como
nao ha outros relatos como esse na literatura, sugere-se estudos adicionais a fim de

refutar ou ndo essa hipotese.

5.2 DIVERGENCIAS ENTRE DIFERENTES ESTUDOS

A asma é uma doenca comum, clinicamente heterogénea, com forte evidéncia de
herdabilidade. O progresso na definicdo dos fundamentos genéticos da asma, no
entanto, tem sido lento e dificultado por questdes de inconsisténcia (Willis-Owen et al.,
2018). As inconsisténcias encontradas nos niveis de associagcdo entre os diversos
estudos, incluindo as aqui apresentadas, podem ser explicadas pelas diferencas nos
desenhos dos estudos, na quantidade de individuos estudados, na idade e na etnia
dos participantes. Outros fatores que devem ser elencados séo: a relagcdo gene-
ambiente e gene-gene, especifica para cada populacdo; as diferencas entre os
fenotipos selecionados nos estudos e o alinhamento e correcdo dos multiplos testes

estatisticos (Almomani et al., 2019). A participacdo de fatores ambientais na etiologia
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da asma torna a interacdo gene X ambiente uma explicacdo plausivel para a

replicacdo inconsistente entre as coortes (Willis-Owen et al., 2018).

A diferenca étnica entre as coortes dos diferentes estudos é o fator mais evidente por
tras das divergéncias encontradas. Contudo, a replicacdo de estudos de associacao
genética em diferentes populacdes € imprescindivel ao se tentar elucidar o papel das
variantes alélicas na fisiopatologia da asma. S&o necessarios estudos de associacdo
genética que incluam populagbes com diversas histérias ancestrais e origens étnicas
(Toraih et al.,, 2019). Por outro lado, a replicacdo de estudos com as mesmas
populacdes anteriormente estudadas poderia resultar em novas informacfes capazes

de mitigar as contradi¢cdes atualmente conhecidas.

O método é um dos principais pontos a serem observados, tanto na abordagem
empregada quanto nas técnicas de genotipagem adotadas. Muitos estudos
empregam a abordagem caso-controle, mas esse método de investigacao nédo foi
utilizado nesse estudo. E reconhecido que estruturas populacionais podem invalidar a
abordagem caso-controle, levando a aparentes associacdes falso-positivas (Migita et
al., 2004). Com isso, o desconhecimento da subestrutura da populacdo poderia
resultar em diferencas nas frequéncias de alelos entre casos e controles que nao
estdo relacionados ao status de doenca (Ober & Hoffjan, 2006). A despeito dessa
critica historica, sdo conhecidos métodos estatisticos que permitem a deteccdo e
correcdo de desequilibrios dessa natureza (Pritchard et al., 2000; Novembre et al.,
2016). Portanto, a abordagem caso-controle seria uma opcédo viavel para replicar esse

estudo a fim de testar a validade dos achados apresentados.

A técnica de genotipagem é também um dos fatores que varia bastante de um estudo
para outro. Nesse estudo foi utilizada uma técnica de amplificacdo de DNA
reconhecidamente muito sensivel para amplificar regides especificas do genoma: a
ARMS-PCR. Ainda assim, é reconhecida a possibilidade de anelamento dos
inicladores em um locus diferente do esperado, o que poderia acarretar uma
amplificacdo de um produto ndo-especifico (Pompanon et al., 2005) e,
consequentemente, levar a erros de genotipagem. Além disso, € reconhecida a
possibilidade de ocorrer, durante as etapas da PCR, a amplificacdo preferencial de

um alelo em relagdo a outro (Weissensteiner & Lanchbury, 1996), o que poderia
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resultar em uma genotipagem incorreta ou ambigua da amostra (Walsh et al.,1992),

justificando o fato da populacdo nédo estar em EHW.

Os erros de genotipagem podem influenciar marcadamente as conclusées biologicas
de um estudo (Pompanon et al., 2005), mas poucos estudos quantificam a taxa de
erros de genotipagem (Bonin et al., 2004; Hoffman & Amos, 2005). Os erros de
genotipagem devem-se, basicamente, a quatro fatores: a propria sequéncia do DNA,
a baixa qualidade ou quantidade do DNA, aos artefatos bioquimicos e aos fatores
humanos (Pompanon et al., 2005). Nao obstante, a despeito do rigor metodoldgico,
com a adocdo de replicatas em caso de gendtipos obtidos sem qualidade, adotado
nesse estudo, ndo é possivel descartar completamente a hipétese da ocorréncia de
falhas de nenhum desses tipos durante a conducéo dos procedimentos de laboratdério,

especialmente em estudos cuja amostra ndo se encontra em EHW.

A obtencédo de informagbes em estudos com um volume vultuoso de dados como
esse depende da participacdo de muitas pessoas: desde o diagndstico e a realizacdo
dos exames, até o registro e a compilacdo dos dados. Com isso, € inevitavel a
ocorréncia de algum tipo de falha humana ao longo de todo o processo. Portanto,
esse fato reforca a necessidade de estudos de replicacdo que visem confirmar ou ndo
os achados ndo somente desse estudo, mas de qualquer outro que se proponha a
fornecer subsidios para novas diretrizes progndésticas e terapéuticas através de
inovacdes biotecnoldgicas. Os fatores de risco genéticos relacionados a asma devem
ser identificados para ajudar a diagnosticar seus subtipos e implementar opcdes
terapéuticas satisfatérias (Liang et al., 2014). Ha uma necessidade urgente de
identificar alguns biomarcadores significativos que podem prever esta doenca e guiar

as estratégias terapéuticas (Li et al., 2019).
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6. CONCLUSAO

A asma é reconhecidamente uma doencga multifatorial complexa. Nos ultimos anos
uma forte base genética tem sido estabelecida para essa doenca e muitos estudos
tentam desvendar os mecanismos moleculares que conduzem ao desenvolvimento da
asma e aos quadros clinicos de gravidade. Nesse contexto, esse estudo se prop6s a
verificar a existéncia de associagdo entre o SNP C79G do gene ADRB2 e um
conjunto de variaveis clinicas dos fenotipos de asma, a reversibilidade da obstrucao
brénquica e os diagndsticos de gravidade da doenca (asma leve, moderada e grave).
Entretanto, as andlises realizadas ndo revelaram evidéncia de associacdo dos

gendtipos de C79G e nenhuma das variaveis clinicas investigadas.

Existe, contudo, um numero expressivo de estudos que apoiam o0s resultados
apresentados nesse estudo. A despeito de ser a principal doenca cronica dos
pulmdes, nao existem testes laboratoriais especificos para o diagnostico ou
prognéstico da asma até o momento. Estudos como o aqui apresentado tém o
potencial de inovar nas estratégias diagnosticas com a identificacdo de marcadores
genéticos associados a asma. Elucidar o papel dos polimorfismos genéticos
associados a asma pode levar a inovacfes biotecnolégicas que, possibilitardo a
implementacdo de novas diretrizes prognosticas e terapéuticas, de modo a propor
tratamentos personalizados. Com isso, pode-se reduzir os efeitos adversos dos
tratamentos aos pacientes, assim como Vviabilizar o emprego mais eficiente e

direcionado dos recursos.
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