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RESUMO

A asma é uma doenca inflamatéria cronica das vias respiratorias caracterizada por uma
obstrucdo brbnquica reversivel e que desencadeia episddios recorrentes de sibilancia,
dispneia, aperto toricico e tosse. A patogénese da asma associa-se a mecanismos
moleculares e celulares da inflamacéo caracteristicos de uma resposta de linfécitos
auxiliares do tipo Th2.

Esta é uma doenca que afeta cerca de 300 milhées de pessoas em todo o mundo de todas
as idades e etnias. Em Portugal estima-se que a asma afete 10% da populagao.

A asma é uma doenca heterogénea, com uma forte relacdo entre fatores ambientais e
fatores genéticos.

Os estudos genéticos sao importantes pois permitem associar polimorfismos genéticos ao
desenvolvimento da doenca e a variabilidade interpessoal na resposta a terapéutica. Estima-
se que cerca de 80% da variabilidade na resposta a terapéutica tem uma base genética.
Neste ambito estudou-se o polimorfismo de repeticdo de 27 pb no intrdo 4 do gene da
sintase do éxido nitrico endotelial (eNOS), uma enzima envolvida na formac¢do do Oxido
nitrico, e os polimorfismos de uma Unica base no coddo 16 e 27 do gene do recetor 3,-
adrenérgico (ADRM3,) que esta envolvido no relaxamento do musculo liso das vias aéreas e é
0 alvo de alguns dos medicamentos usados no tratamento da doenca.

Existem diferencas significativas na distribuicdo genotipica da eNOS entre asmaticos e o
grupo controlo (p=0,016) e um dos genotipos (aa) representa-se como um fator de protegcéo
para a doenca (OR=0,095; IC=0,012 a 0,727). N&o foi encontrada nenhuma associa¢ao
entre os polimorfismos da eNOS e do ADR(3; e a resposta a terapéutica

Os resultados sugerem que existe uma associacdo entre o polimorfismo de repeticdo do
gene eNOS e a suscetibilidade para asma, embora este resultado esteja condicionado pela
escolha do grupo controlo, e que os polimorfismos estudados nao tém influéncia no controlo

da doenca.
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ABSTRACT

Asthma is a chronic inflammatory disease of the airways, characterized by a reversible
bronchial constriction and that triggers recurring episodes of wheezing, dyspnea, thoracic
constriction and cough. The pathogenesis of asthma is associated to molecular and cellular
mechanisms of inflammation typical of a Th2 cell response.

It's a disease that affects around 300 million people worldwide, of all ages and ethnicities. In
Portugal it is estimated to affect 10% of the population.

Asthma is a heterogeneous disease, with a strong relation between environmental and
genetic factors.

Genetic studies are important to associate polymorphisms with the development of the
disease and deficiencies in the response to therapeutics. It is estimated that about 80% of
the variability in response to therapeutics has e genetic basis.

In this context, the repetition polymorphism of intron 4 of the nitric oxide synthase gene
(eNOS), an enzyme involved in the production of nitric oxide, and the single nucleotide
polymorphisms of codons 16 and 27 of the B,-adrenergic receptor gene (ADRJ,), involved in
the relaxation of the airways’ smooth muscle and target of some of the medications used in
the treatment of the disease, were studied.

There are significant differences in the genotypic distribution of eNOS between asthmatics
and control (p=0,016), and the aa genotype represents a protective factor for the disease
(OR=0,095 CI=0,012-0,727). No association was found between eNOS or ADRP,
polymorphisms and response to therapeutics.

The results suggest that there is an association between repetition polymorphism of the
eNOS gene and asthma susceptibility, but this result is biased by the choice of control group,

and that the polymorphisms studied don’t influence the response to therapeutics.

Keywords
Asthma, polymorphisms, eNOS, ADR[,, pharmacogenetics



Vi



LISTA DE ABREVIATURAS

ACQ - Asthma Control Questionnaire

ADRI3, . Receptor 3-2 adrenérgico

AMP - Adenosina monofosfato

Arg - Arginina

BH, . Tetrahidrobiopterina

CDA4+ - Grupamento de diferenciacéo 4

cGMP - Guanosina monofosfato ciclico

DNA - Acido desoxirribonucleico

DPOC - Doenca pulmonar obstrutiva cronica

ECRHS - European Community Respiratory Health Survey
EDRF - Endothelium-derived relaxing factor

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

eNOS/NOSS3 - Sintase do oxido nitrico endotelial

EPO - Peroxidase eosindfila

FAD - Dinucleotido de flavina e adenina

FceRI - Recetor IgE de alta afinidade

FEV, - Forced expiratory volume in 1 second (volume expiratério forcado no 1° segundo)
FMN - Mononucleétido de flavina

GINA - Global Initiative for Asthma

GIn - Glutamina

Glu - Glutamato

Gly - Glicina

GM-CSF - Fator estimulador de colénias de granuldcitos e macrofagos
GTP - Guanosina trifosfato

H,O, . Peréxido de hidrogénio

IFN-y - Interferdo y

IgE - Imunoglobulina E

vii



IgM - Imunoglobulina M

IL-1 - Interleucina 1

IL-10 - Interleucina 10

IL-12 - Interleucina 12

IL-13 - Interleucina 13

IL-4 - Interleucina 4

IL-5 - Interleucina 5

IL-6 - Interleucina 6

IL-8 - Interleucina 8

INANC - Inibitory nonadrenergic noncolinergic nerves
INOS/NOS?2 - Sintase do 6xido nitric induzivel
ISAAC - International Study of Asthma and Allergies in Childhood
L-arg - L-arginina

ml- Mililitro

MPO - Mieloperoxidase

mRNA - Acido ribonucleico mensageiro

NADPH - Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
ng - Nanogramas

NK - “Natural killer”

NNOS/NOS1- Sintase do 6xido nitrico neuronal

NO - Oxido nitrico

NO, - Nitrito

NOs - Nitrato

NOS - Sintase do 6xido nitrico

O, " - Superéxido

ONOO - Peroxinitrito

OR - Odds Ratio (razéo de excedéncias)

PASW - Predictive Analytics SoftWare

pb - Pares de bases

viii



PCR - Polimerase chain reaction (Reacdo em cadeia da polimerase)
PEF - Peak expiratory flow (Débito Expiratorio Maximo Instantdneo)
RANTES - Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted
RFLP - Restriction Fragment Length Polymorfism

RSNO - S-nitrosotidis

RS-NO - S-nitrosotiol

TAE - Tris-acetato-EDTA

TGF-B - Fator de transformacé&o do crescimento 3

Th1 - T helper type 1 (Linfécito T auxiliar 1)

Th2 - T helper type 2 (Linfécito T auxiliar 2)

TNF-a - Fator de necrose tumoral a

ul - Microlitro






INDICE GERAL

AGRADECIMENTOS ..ottt e e s e e e e e e e e e e e e aee b a e e e eaeeeeeeeeeeeenrssnnnns [
RESUMO ...t e e e e e e e et ettt e te bbb a e e e e e e e e e e araraaaa i
AB ST RA CT ittt et e ettt e e e e e e e e e et ————— e aaeaaeetaeaaara————_ v
LISTA DE ABREVIATURAS ... .ottt s s e e e e e e e e e e e eeeanennes vii
INDICE GERAL ..ttt ettt ettt e s Xi
INDICE DE TABELAS ..ottt ettt sttt xiii
INDICE DE FIGURAS ......oe ittt ettt ettt ste e eteste e eaeeaeanens XV
1N RESI0] 5 10T07:Y @ R 1
® DEFINICAO . ...ttt ettt ettt ettt ettt es et esenn s st setean e 1
© EPIDEMIOLOGIA ..ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e ee et aaas 1
L I 1 ]I 1 2
® FISIOPATOLOGIA ..ttt ettt ettt ettt sttt sttt sttt sttt sesetbnebbenennes 3
® TRATAMENTO ..ttt ettt ettt ettt ettt bttt ettt sttt ettt sttt sttt bbb sttbnbbbbnennen 4

L O U O [ @ T TP P PP PP PPPPPPPPPPPPPTPPRt 5
@ FARMACOGENETICA ..ottt ettt ee st s s te et tessteseetese s etesesaessenenesnaes 6
@ OXIDO NITRICO (NO) ..ottt ettt ettt eeen st en s s eeen e 7
O oxido nitrico desempenha um papel diversificado no sistema respiratorio ..................... 7
Sintese de NO € MeCaniSMO UE AGAOD .....c.ccuruirririeiriirierieieeete sttt nee 7
BrONCOGIIATAGED ......eevitieiieieierte ettt sttt st r e b bbb e eneas 8
EfEITOS VASCUIAIES. ......oouiiieieete et st 8
a1 T =T = S 9

Y LTSRN 01112 111 PP 9

e SINTASE DO OXIDO NITRICO ENDOTELIAL (ENOS)....c.covovereeeeeeeteeeceeeeeeeeee e, 10

® [B0- AG ONIST AS ittt ettt e e e s bt e e b et e e et e e et e e e s 11

e RECETOR B, ADRENERGICO (ADRB)) ....ocveeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeree e eeen e, 11

® OBUJETIVOS . ..ot e e e e e et e e e e e e e e s nnbrreeeaeeeas 12
MATERIAL E METODOS ...ttt anae e 13
@ POPULAGCAO DE ESTUDO ......coiiiieteceeteeeeee ettt ettt eaete st s stessesenenstenssaenens 13

e DETERMINACAO DA RESPOSTA A TERAPEUTICA .....cooveeeeeeeeeeeecee e, 13

® POLIMORFISMOS EM ESTUDO .....couitiiiiiiiiiiiiiiieitieeeeeeeeeeasssssssssssssssssssssssssnssssessnsesnnnnnee 13

e EXTRACAO DE DNA GENOMICO .......cioiiieeeieeeeeeeee et en st saene s 14

e QUANTIFICACAO DO DNA.......cooiieieeieeeeeeeeese s st es s ees s s en s teseen s seen 14

Xi



® AMPLIFICACAO DO DNA ...ttt ettt en e 14

o GENOTIPAGEM DOS INDIVIDUOS ........ouiueieieeeceeeeeeeeeeeeee e eneeean, 14

® ANALISE ESTATISTICA ..ottt n et ennaeaeans 15
RESULT ADOS .o e e e e e e e e e e e et e e e e eaneees 17
o CARACTERISTICAS DAS POPULAGCOES ESTUDADAS .....c.coooeevevereeieeeeeeeeeeeen, 17

L= N @ 1RO 17

L\ 0] = i 2RO 18
[0 ] Tor= Lo R G USSR 18

[0 ] Tor= Lo L USSR 19
HaplOtipos (POSICAO 16 COM 27) ..oicueieieeeieeieecieesteec ettt e te e et s ae e saaesrae s e e saaesre e saenseenns 19

e RESPOSTA A TERAPEUTICA ..ottt 20
DISCUSSAOD ...ttt ettt ettt ettt et e et et et naeneeteereere e 23
CONCLUSOES ...ttt ettt 29
BIBLIOGRAFIA ... ..ot e e et e e et e e e aeeeenee e 31
AN E X O S . e 37
© ANEXO A oottt ettt ettt ettt n e, 37

© ANEXO B ..ottt ettt ettt ettt n e 38

xii



INDICE DE TABELAS

Tabela 1 - Sintases do OXIidO NIIICO. ... ..o e e 8
Tabela 2 - Metodologia e componentes usadosS NO PCR..........cccciiiiiiiiiiic e, 14

Tabela 3 - Metodologia usada e fragmentos de restricdo possiveis de obter no estudo dos

polimorfismos do gene ADRI(3, através datécnicade RFLP.............c.oooiiiiiiiiiiiiciein, 15
Tabela 4 - Distribuicdo do sexo e idade pelas popula¢gdes amostradas...............ccceenene.n. 16
Tabela 5 - Frequéncia genotipica do polimorfismo do gene eNOS...............coiiiiiieinnen, 17
Tabela 6- Frequéncia genotipica do polimorfismo Argl6Gly do gene ADR3, ................... 17
Tabela 7 - Frequéncia alélica do polimorfismo Argl6Gly do gene ADRBs .........ccevinennen... 18
Tabela 8 - Frequéncia genotipica do polimorfismo GIn27Glu do gene ADRR; .................. 18
Tabela 9 - Frequéncia alélica do polimorfismo GIn27Glu do gene ADRBs.........cccevvvennen.. 18

Tabela 10 - Associacao entre genétipos dos polimorfismos na posicdo 16 e 27 do ADR(32.19

Tabela 11 - Fatores estudados que podem influenciar a resposta a terapéutica................ 20

xiii



Xiv



INDICE DE FIGURAS

Figura 1- Mecanismos responsaveis pela patologiadaasma................c.oooiiiiiiiiienn, 3
Figura 2- Vias e consequéncias moleculares do NO.............cooiiiiiiiiiiiiii e 10

Figura 3- Imagem esquematica do gene que codifica a sintase do 6xido nitrico endotelial e
0S varios polimorfismos detetados. ..o 10

Figura 4- Alguns polimorfiSmos do gene ADRIB, ... ...uieiniiiii e 11

XV



XVi



INTRODUCAO

O sistema respiratdrio é essencial ao normal funcionamento do organismo humano pelo que
qualquer perturbacdo nas suas vias pode trazer consequéncias graves a vida.
Uma das patologias associadas ao sistema respiratorio € a asma, uma doenca ja ha muito
documentada, referida pela primeira vez por Hipdcrates na Grécia Antiga (Dupuy et al.
1992). A asma é atualmente um problema na sociedade e necessita de solu¢des que

resultem numa melhor qualidade de vida dos doentes.

e DEFINICAO

Fendtipo de Asma dificil de definir

A Asma € um sério problema de saude publica tendo uma elevada morbilidade a nivel
mundial.

E uma doenca complexa, sem uma patogénese clara, sendo a sua definicdo bastante
descritiva. Segundo o relatério GINA (Global Initiative for Asthma) a asma é caracterizada
como: “uma doencga inflamatoria crénica das vias respiratérias na qual células e elementos
celulares desempenham uma funcao. A inflamacao crénica esta associada com a hiper-
reatividade das vias aéreas que leva a episédios recorrentes de pieira, falta de ar, opresséo
toracica e tosse, particularmente a noite ou de manha cedo. Estes episédios estdo
geralmente associados a uma obstru¢do generalizada, mas variavel, do fluxo de ar dentro
do pulméo, frequentemente reversivel, quer espontaneamente ou com tratamento” (GINA

2010).

e EPIDEMIOLOGIA

Uma das doencgas crénicas mais comuns no globo

A asma afeta cerca de 300 milh6es de pessoas no mundo de todas as idades e etnias
(WHO 2007) e causa aproximadamente 18000 mortes anualmente embora tenha havido um
decréscimo nas taxas de mortalidade a partir dos anos 80.

Com o aumento da popula¢éo urbanizada no mundo prevé-se um acréscimo significativo de
asmaticos nas préoximas décadas, estimando-se um aumento de 100 milhdes de pessoas

com asma em 2025 (Masoli et al. 2004).



Em Portugal, o conhecimento dos niumeros da asma teve um grande progresso com o
contributo de dois estudos internacionais

No European Community Respiratory Health Survey (ECRHS), efetuado em 1994 com
individuos entre os 20 e os 44 anos, determinou-se uma prevaléncia global de 4,5% (Gaspar
et al. 2006). Portugal encontra-se numa posicao intermédia, sendo que a prevaléncia mais
baixa foi encontrada na Esténia (2%) e a mais elevada na Australia (11,9%) (Burney et al.
1996).

O projeto International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) debruca-se
sobre criangas entre 0s 6-7 anos e entre os 13-14 anos. No ano 2001/2002, a prevaléncia
determinada foi de 12,9% para 0s 6-7 anos e 12% para os 13-14 anos (Asher et al. 2006).
Mais recentemente, em 2010, no inquérito nacional contra a asma, estimou-se que esta
doenca afeta cerca de 10% da populacdo portuguesa independentemente do grupo etario o
gue equivale a aproximadamente 1 milhdo de pessoas. Destes, cerca de 500 mil encontram-

se a fazer tratamento anti-asmatico (Bugalho de Almeida 2010).

e ETIOLOGIA

A asma é uma doenca heterogénea, com uma forte relacdo entre fatores genéticos e
fatores ambientais

Varios fatores de risco estdo associados a doenca: fatores do ambiente como o contacto
com alergénios, infecdes (particularmente virus), poluentes atmosféricos (ozono), dieta
(Waltraud et al. 2006); e fatores enddégenos como atopia e predisposicdo genética.

E ja ha algum tempo reconhecido que a asma tem uma importante natureza hereditaria. A
complexidade genética da asma deve-se a existéncia simultanea de varios genes envolvidos
na sua patogénese (heranga poligénica), nas possiveis combina¢des de alelos de diferentes
genes (heterogeneidade genética) e a sua associagdo com genes que influenciam multiplas
caracteristicas (pleiotropia) como por exemplo as relacionadas com a asma e o eczema (Los
et al. 2001).

Esta interligacdo entre os varios fatores etioldgicos diferencia a asma, como doenca de
hereditariedade complexa das outras doencas mendelianas, as quais sdo causadas por um
Unico gene mutado e torna a sua componente genética mais ilusoria e dificil de rastrear
(Vercelli 2008).



o FISIOPATOLOGIA

A patogénese da asma estd ligada a mecanismos moleculares e celulares de
inflamacéo

A caracteristica chave na fisiopatologia da asma € a inflamagéo, que envolve varias células
do sistema imunitario e multiplos mediadores quimicos e que esta fortemente associada
com a hiper-reatividade das vias respiratorias. Sao o grau de inflamacéo, o broncospasmo e
a intensidade dos fendémenos de remodelagdo que ocorrem nas vias afetadas que
determinam a gravidade da doenca (Todo-Bom & Pinto 2006).

Biopsias e liquidos de lavagem bronco-alveolar de doentes testemunham a presenca de um
namero elevado de células T ativadas, eosindfilos, mastécitos e uma grande quantidade de
Interleucina 4 (IL-4) e IL-5, compativel com uma resposta imunitaria “orquestrada” por
células T-helper type 2 (Th2), em detrimento de uma resposta por Thl (Tournoy et al. 2002).
Em individuos com predisposicdo para a asma, 0s alergénios sao captados por células
dendriticas e apresentadas a células T, nomeadamente células Th2, que promovem a
producdo de anticorpos (imunoglobulinas E) pelos linfocitos B. Este fendmeno ocorre sob a
influéncia de substancias libertadas pelas células Th2. Estas células libertam ligando CD40
e citocinas, principalmente IL-4 e IL-13, que provocam uma mudanca no isotipo da cadeia
pesada dos anticorpos produzidos pelos linfécitos B levando a producdo de IgE
(imunoglobulina E) em vez de IgM (Gould & Sutton 2008). Estes, especificos para os
alergénios irdo entdo ligar-se a recetores IgE de alta afinidade (FceRIl) presentes nos

mastécitos e basofilos (Figura 1).

Histamina

PGD,, LTC,/DE,

Hiper-reatividade

Constricao das vias
respiratorias

Figura 1- Mecanismos responsaveis pela patologia da asma (adaptado de Larché et al.
2003)



A resposta priméria d4-se aquando da subsequente exposicdo destes anticorpos aos
alergénios, que induz a desgranulacdo destas células e a libertagdo de moléculas proé-
inflamatorias e espécies reativas de oxigénio (Cookson 2004) suscetiveis de causar
contracdo do musculo liso brénquico e inflamacéo da mucosa respiratGria, ou seja, provocar
broncospasmo e edema respiratério (Todo-Bom & Pinto 2006).

A resposta tardia ocorre 6 a 9h apds o contacto com o alergénio e caracteriza-se pelo
recrutamento e ativagdo de eosindfilos, células T CD4+, basdfilos, neutréfilos e macréfagos.
O recrutamento destas células para o local onde ocorreu o contacto com o alergénio é o
resultado das interacbes entre as células inflamatérias e as células endoteliais
microvasculares através da producdo de mediadores pro-inflamatérios, citocinas e
guimiocinas, e a expressdao de moléculas de adesdo nas superficies destas células
(Bousquet et al. 2000).

Os eosindfilos que infiltram a mucosa brénquica desempenham um papel importante pois
fixam também IgE na sua membrana e libertam varios mediadores em resposta ao contacto
com o alergénio (Todo-Bom & Pinto 2006). A sua mobilizacéo esta dependente de citocinas
como a IL-5 e GM-CSF (fator estimulador de col6nias de granul6citos e macréfagos) assim
como de quimiocinas como RANTES (Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and
Secreted) e eotaxinas que atuam aumentando o recrutamento, a maturacao terminal e a
expressao das suas moléculas de adesdo (Bousquet et al. 2000).

Além das células imunitarias, o epitélio brénquico também é importante na imunopatogenia
da asma. Por um lado, as células colunares sé@o lesadas permitindo a penetracdo do
alergénio e o seu contacto com células dendriticas, por outro, participam nas reacfes
inflamatorias ao libertarem eicosandides, peptidases, proteinas de matriz, citocinas e 6xido
nitrico (NO) e ao funcionarem como células apresentadoras de antigénios (Todo-Bom &
Pinto 2006).

A resposta tardia, fortemente condicionada pela acdo das células inflamatérias e respetivos
mediadores, esta associada a congestdo, producao de muco e hiperreatividade brénquica.
As alteracdes ocorridas a nivel da microcirculagao brénquica, com rutura da parede vascular
e transudacdo plasmaética, acentuam o edema e o estreitamento das vias aéreas (Todo-Bom
& Pinto 2006).

e TRATAMENTO

Prevencédo e controlo a longo prazo dos sintomas da asma séo a chave para reduzir a
frequéncia e a severidade da doenga
A asma é uma doenca de longo prazo que ndo pode ser curada. Contudo, pode ser

controlada recorrendo a uma terapéutica que permita melhorar a qualidade de vida do

4



doente. A medicacéo usada reflete o conceito cientifico de asma, uma doenga crénica, com
episédios recorrentes de obstrucdo do fluxo de ar, producdo de muco e tosse e cuja
gravidade pode variar ao longo do tempo (National Heart Lung and Blood Institute 2007).

Os medicamentos para o tratamento da asma podem ser classificados como “controladores”
e “aliviadores”. Os medicamentos de controlo tém uma acdo preventiva a longo prazo
mantendo os sintomas da asma sob controlo clinico através das suas propriedades anti-
inflamatérias. Incluem glucocorticoesteréides, modificadores de leucotrienos, b2-agonistas
de longa acéao, teofilinas de libertacdo prolongada, cromonas e anticorpo monoclonal contra
IgE. Atualmente, os glucocorticoesterdides inalados sdo a medicacdo de controlo mais
eficaz (GINA 2010).

Os medicamentos de alivio ttm uma acéo rapida proporcionando a reversao imediata da
broncoconstricdo e abrandamento dos sintomas. Aqui estdo incluidos os b2-agonistas de
curta acao, os anti-colinérgicos e teofilinas de curta duracéo (GINA 2010).

Estes dois grupos de medicamentos podem ser usados em combinacdo em casos de

doentes com asma persistente.

e CUSTOS

A asmatem um peso significativo nos recursos financeiros da satde em cada pais

Em geral, as consequéncias econdmicas da asma sao elevadas, sobrecarregando 0s
individuos afetados, as suas familias, o sistema nacional de saude e a sociedade como um
todo.

Quando se fala da asma em termos econdmicos tem que se ter em conta 0s custos diretos
como o tratamento hospitalar e custo dos medicamentos, e 0s custos indiretos que
representam os dias de trabalho perdidos, a perda de produtividade e a morte prematura
(GINA 2010).

Um estudo sobre o custo da asma em varios paises desenvolvidos revela que o peso médio
anual da asma varia entre os 326 doélares e os 1,315 dolares por doente (National Heart
Lung and Blood Institute 1996)

Na europa, o custo total da asma é de 17,7 bilides de euros por ano sendo que o tratamento
ambulatério é o que despende o maior custo (3,8 bilibes de euros), seguido das despesas
com os medicamentos (3,6 bilibes de euros). O custo do tratamento hospitalar (impatient
care) ronda os 0,5 bilides de euros (European Respiratory Society 2003).

Em Portugal, entre os anos 2002 a 2007 determinou-se que o custo médio anual dos
internamentos por asma foi cerca de 3,8 milhdes de euros. A partir deste dado estimou-se
gue o custo total da patologia da asma seria de 137.254.329,90 euros por ano (Bugalho de
Almeida 2008).



Estes dados sdo importantes pois embora sob o ponto de vista do doente e da sociedade o
custo do controlo da doenca pareca elevado, o custo de n&o tratar a doenca corretamente é
ainda mais elevado (GINA 2010). Um estudo realizado em sete paises da unido europeia
revela que cerca de 50% dos custos totais da asma se devem a tratamento n&o controlado,

independente da severidade da doenca (A. E. Williams et al. 2006).

e FARMACOGENETICA

A farmacogenética pode ser um meio Gtil de otimizar o tratamento da asma

Foi desenvolvida uma panoéplia de tratamentos farmacolégicos para a asma, sendo que
estes tratamentos tém uma eficacia moderada devido, em parte, a variabilidade individual na
respostas aos medicamentos.

A variabilidade na resposta ao tratamento da asma pode ser devida a severidade e tipo de
doencga, adesdo ao tratamento, interagcdo com outros medicamentos, exposicdo ambiental,
idade e fatores genéticos. Estima-se que cerca de 80% dessa variabilidade tem uma base
genética (Jeffrey M Drazen et al. 2000).

E aqui que entra a farmacogenética, que estuda o papel dos determinantes genéticos na
resposta variavel aos tratamentos (L. J. Palmer et al. 2002). Existem trés mecanismos
farmacogenéticos que podem ter implicacbes para o tratamento de uma doenca: 1)
variacdes genéticas associadas com alteragbes na absorcao, distribuicdo ou metabolismo
do medicamento tomado (farmacocinética); 2) variacbes genéticas que resultam numa acao
ndo intencional do medicamento fora da sua indicacdo terapéutica atraveés de efeitos
adversos (idiossincrasia); 3) variagdes genéticas no alvo ou num componente das vias de
acdo do medicamento levando a alteracGes na eficacia deste (farmacodinamica). Todos os
dados atualmente disponiveis na farmacogenética da asma pertencem a este Ultimo ponto
(Hizawa 2011), é o caso do recetor 3-2 adrenérgico (ADRI3,), um alvo importante dos b2
agonistas no tratamento da asma e da DPOC (doenca pulmonar obstrutiva cronica). Alguns
polimorfismos no gene deste recetor resultam em trocas na sequéncia de aminoacidos
levando a alteracdes das suas propriedades, representando um fator de risco para repostas
adversas a terapéutica baseada em b2 agonistas (Hizawa 2011). Ao longo dos ultimos anos

tem havido muita controvérsia acerca do papel dos b2 agonistas no tratamento da asma.



Sintase do 6xido nitrico endotelial (eNOS)

o OXIDO NITRICO (NO)

O o6xido nitrico desempenha um papel diversificado no sistema respiratério
O Oxido Nitrico € um gas e um radical livre tendo como férmula quimica NO. E detetado no

ar exalado de varios animais incluindo o homem sendo que em algumas doencas
inflamatérias, como no caso da asma, a quantidade de NO est4d aumentada (Karitonov &
Yates 1994).

O NO, que possui um tempo de meia-vida curto (1-5s), tem um eletrdo desemparelhado,
fazendo com que reaja com outras moléculas como o oxigénio, radicais de superéxido ou
mesmo o ferro dentro das proteinas com o grupo prostético Heme. E um mensageiro ubiquo

gue regula varias funcdes bioldgicas incluindo o sistema respiratério (Ricciardolo 2003).

Sintese de NO e mecanismo de a¢ao
O 6xido nitrico € formado através da oxidacéo de 5 eletrdes do azoto guanidino terminal do

aminoacido L-arginina (L-arg) originando L-citrulina como produto final. A reacdo é
catalisada pela familia de enzimas denominada Sintase do Oxido Nitrico (NOS) e requer a
ajuda de varios co-fatores incluindo flavonas (FAD, FMN), tetrahidrobiopterina (BH,) e
NADPH (Ghosh & Erzurum 2011).

Existem pelo menos 3 isoformas da NOS (Tabela 1), que diferem relativamente a célula de
origem, nos co-fatores necesséarios e na funcdo fisiolégica. Duas delas sdo enzimas
constitutivas que existem nas células endoteliais (eNOS/NOS3) e nas células neurais
(nNOS/NOS1). As NOS constitutivas, sdo reguladas pelo célcio e pela calmodulina e séo
responsaveis pela libertacao basal de NO (Ghosh & Erzurum 2011).

A forma induzivel da NOS (iNOS/NOS2) pode ser encontrada nos macrofagos, células do
musculo liso, hepatécitos, fibroblastos e neutréfilos. A transcricdo da iINOS é ativada pela
exposicdo a endotoxinas bacterianas ou por citocinas, € regulada transcricionalmente e a
sua ativacdo é independente dos niveis de calcio intracelular devido a sua ligagdo de alta
afinidade com a calmodulina. A sua atividade € mais lenta que a eNOS mas € capaz de
produzir maiores quantidades de NO por mole de enzina por unidade de tempo (Welch et al.
1995).



Tabela 1- Sintases do 6xido nitrico (adaptado de Ghosh & Erzurum 2011)

Isoforma Localizagdo cromossomica Expressdo Atividade
NNOS/NOS1 12qg24 Constitutiva Ca”* dependente
INOS/NOS2  17cen-ql12 Induzivel Ca*’ independente
eNOS/NOS3 7(g35-36 Constitutiva Ca“" dependente

A acao direta do NO ocorre a concentragdes baixas pela ligagdo a um nimero de moléculas
alvo como proteinas que contém metal. Esta interacdo leva a ativacao ou inibicdo destas.
(Maniscalco et al. 2007). O processo mais conhecido é a rea¢do do NO com o grupo heme
da guanilato ciclase (Ignarro et al. 1987). A subsequente ativacdo desta enzima é
responsavel pela conversdo da guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato
ciclico (cGMP) que por sua vez ativa proteinas cinase (ex: proteina cinase G) que
desempenham variadissimas fun¢des (Khurana & Meyer 2003).

Além disso, o NO consegue inibir outras metaloproteinas como a citocromo P-450, a
citocromo oxidase e a catalase e modular reacdes oxidativas pela sua interacdo direta com
radicais livres de alta energia como por exemplo inibindo a peroxidagao lipidica e reduzindo

a geracao de lipidos pré-inflamatérios (Maniscalco et al. 2007).

Broncodilatacéo
Um dos efeitos do NO € a broncodilatacédo (Dupuy et al. 1992). Numa experiéncia realizada

em 1993 verificou-se que NO inalado a uma concentracdo de 80 ppm exerceu um efeito
broncodilatador em doentes com asma mas ndo em doentes DPOC (Hogman et al. 1993).
Existem evidéncias que o NO funciona como neurotransmissor dos nervos INANC (inibitory
nonadrenergic noncolinergic nerves) através da ativacdo da guanilato ciclase sollvel do
musculo liso das vias respiratorias levando ao seu relaxamento (Barnes & Belvisi 1993).

Uma via alternativa ao NO com grande relevancia biolégica envolve a reagdo com tidis,
originando S-nitrosotiol (RS-NO). Este composto possui um tempo de meia-vida superior ao
radical NO, é mais estavel e tem um efeito broncodilatador elevado, capaz de influenciar o

ténus respiratério (Gaston et al. 1993).

Efeitos vasculares
Furchgott e Zawadzki em 1980 descobriram que as células endoteliais libertavam EDRF

(endothelium-derived relaxing factor), um potente fator de relaxamento que modelava as



respostas de vasodilatagdo dependentes do endotélio. Mais tarde vir-se-ia a confirmar que o
EDRF e o NO eram a mesma substancia (Ignarro et al. 1987). Hoje sabe-se que o endotélio
dos vasos sanguineos liberta 6xido nitrico, o que leva o musculo liso a relaxar, provocando
vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo (Stankevicius et al. 2003).

Além de funcionar como vasodilatador, foi demonstrado que o NO bloqueia a agregacéo de
plaguetas, reduz a adesdo das plaquetas as células endoteliais (Radomski et al. 1987) e
esta associado a modulacdo da permeabilidade vascular (Kubes & Granger 1992).
Conhecer o papel do 6xido nitrico endégeno na microcirculacdo das vias respiratorias é por

iSso importante na asma.

Imunidade:
O oOxido nitrico desempenha também vérias funcdes na imunidade; como agente toxico para

organismos infeciosos, como indutor da apoptose ou como imunoregulador (Coleman 2001).
O NO afeta a producao de véarias citocinas, nomeadamente IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-
Y, TNF-a e TGF-B por varias células do sistema imunitario (macréfagos, Linf6citos T, células
NK e células endoteliais) (Bogdan et al. 2000). O NO podera ser mesmo um mecanismo que
causa a amplificacdo da inflamacgédo asmatica através da inibicdo da producao de IFN-y e,
logo, das células Thl, resultando no aumento de células Th2, uma caracteristica chave na

asma (Barnes & Liew 1993).

Stress nitrativo:
Ao ser produzido em grandes quantidades, nomeadamente através da iNOS, o 6xido nitrico

pode tornar-se téxico para 0 organismo criando um stress nitrativo (Figura2). Pode ser
oxidado a nitrito (NO,") que, por sua vez, pode ser oxidado originando nitrato (NOy), formar
S-nitrosotidis (RSNO) juntamente com tidis ou, na presenca de peroxido de hidrogénio
(H.0,) e haletos, através do sistema mieloperoxidase (MPO)/peroxidase eosindfila (EPO),
promover a halogenacao e/ou nitracdo de proteinas (Ghosh & Erzurum 2011).

Na presenca de Superdxido (O,7), o NO reage com este produzindo peroxinitrito (ONOO)
gue pode decair para NO3 ou causar nitragdo de compostos fendlicos (Ghosh & Erzurum
2011). O peroxinitrito € um agente oxidante de vida curta e um potente indutor de morte
celular (Szabé et al. 2007).

Outra reacdo importante do NO é a sua ligacdo a hemoglobina existente nos glébulos

vermelhos originando metahemoglobina
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Figura 2- Vias e consequéncias moleculares do NO (adaptado de Ghosh & Erzurum 2011)

e SINTASE DO OXIDO NIiTRICO ENDOTELIAL (eNOS)

A sintase do Oxido Nitrico endotelial &€ expressa no endotélio vascular, no epitélio das vias
aéreas e noutro tipo de células (cardiomiécitos, plaquetas) (Cabral et al. 2001) onde gera
NO, que desempenha importantes funcdes nas vias respiratérias, referidas anteriormente,
sendo por isso um bom caso de estudo na asma.

Nos humanos, o gene que codifica a eNOS localiza-se no cromossoma 7q35-36,
compreende 26 exBes abrangendo 21 Kb e produz uma proteina com cerca de 1203
aminodcidos (Marsden et al. 1992).

Desde a sua caracterizacdo em 1990 inumeras variacdes alélicas do gene tém sido
identificadas (Figura 3) e avaliadas quanto a sua associagdo a varias doencas
(Wattanapitayakul et al. 2001).

Promoter Promoter

region region Exon 7 Intron 18
T(=1468)A T(-78E6)C G894T AITC
1’ LAUG1 234 EJ'E.EI 1013 1416 1?12{)22 23 24 26
i ;
5 ~ LT
Promoter Intron 4 Intron 13 Intron 23
region YNTR (CA), G10T
A[=DZ2)5 (27 bp)s 5 repeat

Figura 3 - Imagem esquematica do gene que codifica a sintase do éxido nitrico endotelial e

os varios polimorfismos detetados (setas). (Adaptado de Wattanapitayakul et al. 2001)

A maioria das variagcdes descritas no gene eNOS ocorre em intrdes. Foi identificado um
polimorfismo de repeticdo de 27 pares de base (pb) no intrdo 4 do gene. Este polimorfismo

influencia a expressao de mRNA, e assim a concentracdo de proteina e a sua atividade
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enzimatica em cultura de células endoteliais (Song et al. 2003). Além disso os alelos deste
polimorfismo foram associados a diversas doengas e associados a asma numa populacdo
coreana (Y. C. Lee et al. 2000).

Recetor B,-adrenérgico (ADRB,)

e [3,- AGONISTAS

A inalacdo de agonistas do recetor 3,-adrenérgico permanece entre a medicacdo mais
prescrita no tratamento da asma (Hizawa 2011). O tratamento com estes agentes, como 0
salbutamol, isoetarina, metaproterenol, pirbuterol e terbutalina, providencia uma reversao
imediata e efetiva da obstrucéo do fluxo respiratério com uma melhoria dos sintomas (Israel
et al. 2000). Este processo funciona através da ativagdo do recetor (3,-adrenérgico, seguido
de internalizac&o do sinal pela inducédo da producédo de AMP ciclico. Este processo origina
relaxamento das vias aéreas através das fosforilacdo de proteinas de regulacdo muscular e

alteracdo da concentracdo de célcio intracelular (M Johnson 2001).

e RECETOR B, ADRENERGICO (ADRMR,)

Os recetores adrenérgicos sao o prototipo de recetores ligados a proteina G

O recetor 3, adrenérgico € um membro de 7 familias de recetores transmembranares,
sendo composto por 413 aminoacidos (M Johnson 2001). O gene ADRI(3, que codifica este
recetor € um pequeno gene sem intrées situado no cromossoma 5q31-932, huma regido que
esta geneticamente ligada a asma e aos fenétipos relacionados (hiper-reatividade bronquial
e niveis de IgE no soro) (Hizawa 2011).

Uma re-sequenciacdo de uma regido de 5,3 kB contendo o gene ADRI3; identificou 49
polimorfismos (Hawkins et al. 2006). Destes, dois resultam numa substituicdo de um
aminoacido no recetor (glicina (gly) por arginina (arg) - Argl6Gly - no aminoacido 16, e
glutamato (gln) por glutamina (glu) no aminoacido 27 - GIn27Glu) (Figura 4), e tém sido foco

de estudo na asma.

ADRB2
Coding Region

q | )

523 C/A

JUTR

=709 C/A
491 C/T

-654 G/A Thri64lle

-468 C/G
-406 C/T 367T/IC  -47TIC -20T/IC 46 G/A 79 C/IG 252G/A
Cys19Arg Glyl6Arg  GIn27Glu
(LC region)

Figura 4- Alguns polimorfismos do gene ADRI(3;, (Modificado de Drysdale et al. 2000).
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Verificou-se que o polimorfismo 16-glicina esta associado a diminuicdo da expressao do
recetor. As células que expressam glutamina no aminoacido 27 eram relativamente
resistentes a essa diminuigéo (Liggett 2000).

Por serem um potencial mecanismo de resisténcia aos f3,.-agonistas sdo por iSso muito

estudados na asma.

e OBJETIVOS
Determinar as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo de repeticdo no intrdo 4 da
eNOS e dos polimorfismos de substituicdo de um nucleétido no aminoécido 16 e 27 do

ADRIM3, em individuos que sofrem de asma.

Prever uma possivel associacdo entre os gendtipos estudados e o desenvolvimento da

doenca.

Verificar a existéncia de uma relagdo entre a resposta ao tratamento da asma e o genotipo

de um individuo.
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MATERIAL E METODOS

e POPULACAO DE ESTUDO

Neste estudo foram utilizadas 170 amostras de sangue provenientes de pacientes que
consentiram o seu uso e que foram seguidos no servigco de ImunoAlergologia do Hospital de
Santa Maria-Centro Hospitalar Lisboa Norte pela Doutora Margarida Cortez.

O diagnoéstico da asma foi feito pela presenca de qualquer um dos seguintes sinais ou
sintomas: tosse com agravamento noturno, pieira recorrente, dificuldade respiratoria
recorrente, aperto toracico recorrente e cansaco. Além disso, foi tida em consideragédo a
histéria familiar de asma e a presenca de outras doencas atdpicas frequentemente
associadas a asma. Em alguns casos recorreu-se a técnicas de avaliacdo funcional
respiratéria (FEV, e PEF) para confirmar o diagnéstico de asma.

Foram excluidos os doentes que, tendo sido diagnosticada asma, possuiam anemia, doenca
hepdtica, infeciosa ou oncolégica, fumadores e os ndo aderentes a terapéutica.

Como grupo controlo foram utilizadas 174 amostras de dadores de sangue sem a doenca.

e DETERMINACAO DA RESPOSTA A TERAPEUTICA

A avaliagéo clinica e a medicacao prescrita seguiram as recomendacdes da GINA.

A classificacdo do paciente como controlado ou ndo controlado foi feita com base no
inquérito ACQ (Asthma Control Questionnaire) (anexo A) (Juniper et al. 1999) calculando-se a
pontuacdo média obtida nas 7 perguntas do questionario. Pacientes com uma pontuacao
abaixo de 0,75 tém asma controlada e acima de 1,25 tém asma n&o controlada

(http://lwww.qgoltech.co.uk/acqg.html).

e POLIMORFISMOS EM ESTUDO

Neste estudo analisou-se o polimorfismo de repeticdo de 27 pares de base localizado no
intrdo 4 do gene da eNOS. O alelo mais pequeno tem 4 repetices de 27 pb e designa-se
por ‘a’ enquanto o alelo maior tem 5 repeticdes e designa-se por ‘b’.

Estudaram-se ainda 2 polimorfismos de substituicAo de um aminoacido no gene do recetor
3,. adrenérgico no coddo 16 e no coddo 27 denominados por Argl6Gly (rs1042713) e
GIn27Glu (rs1042714) respetivamente. No primeiro polimorfismo h& a substituicdo de um
nucledtido adenina por uma guanina (alelo mutado) levando a substituicdo do aminoéacido
arginina por uma glicina. No segundo polimorfismo ha a substituicdo de uma citosina por

uma guanina provocando a alteracdo de uma glutamina por um glutamato (alelo mutado).
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e EXTRACAO DE DNA GENOMICO

As amostras de sangue total foram colhidas em tubos de 10 ml com EDTA e guardadas a
20°C.O DNA foi obtido a partir de 2 ml de sangue pela técnica de salting-out adaptado do
método de D. K. Lahiri e J. |. Nurnberger Jr. (1991) (Nucleic Acid research volume 19 n°® 19

pag. 5444) que pode ser consultado no anexo B.

e QUANTIFICACAO DO DNA

A quantificacdo (ng/ul) e determinacdo da pureza do DNA gendmico (razdo entre
absorvéncias a 260 e 280 nm) foi realizada num espectrofotometro de espectro completo
(NanoDrop® ND-1000).

e AMPLIFICACAO DO DNA

A amplificacdo do DNA foi conseguida através do método de PCR (polimerase chain
reaction).
A amplificacéo dos genes foi realizada no termociclador GeneAmp® PCR System 2700 com

diferentes condicdes de PCR conforme descrito na tabela 2.

Tabela 2- Metodologia e componentes usados no PCR

Gene Primers Condi¢des PCR Componentes
5'-AGGCCCTATGGTAGTGCCTTT-3~ 32 Ciclos DNA: 10 ul (200ng)
Desnaturacgéo: 30s a 94°C Primer p1: 1ul, 10 pmol
eNOS 5 TCTCTTAGTGCTGTGGTCAC-3 Anneling: 30s a 53°C Primer p2: 1ul, 10 pmol
Extensédo: 45s a 72°C Master Mix: 12,5 pl
Extensao final: 5 min 72°C H,0: 0,5 pl
Hot start: 2 mim 94°C
) DNA: 10 pl (200ng)
35 ciclos )
5-CCTTCTTGCTGGCACCCCAT-3’ B Primer p1: 1pl 10 pmol
Desnaturacgdo: 30s a 94°C .
ADRMB; ) Primer p2: 1pl 10 pmol
. _Anneling: 30s a 63,6°C )
5-GGAAGTCCAAAACTCGCACCA-3 Master Mix: 12,5 pl

Extensao: 45s a 72°C
~ . . HQO: 0|5 ul
Extenséao final: 5 min 72°C

e GENOTIPAGEM DOS INDIVIDUOS

Para o polimorfismo de repeticdo do gene eNOS a genotipagem dos individuos foi efetuada
por eletroforese em gel de agarose 3% concentrado num volume total de 50 ml de TAE (20

mM Tris-Acetato, 1ImM EDTA, pH 8,0) com adicdo de 5ul de brometo de etideo (10mg/ml).
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Para os polimorfismos de uma Unica base no gene ADRI3, a genotipagem dos individuos foi
efetuada por RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), uma técnica de restricdo
enzimatica que permite a descriminacao dos alelos apds separacao por electroforese em gel
de agarose 4% concentrado num volume de 150 ml de TAE (20 mM Tris-Acetato, 1mM
EDTA, pH 8,0) com adicdo de 15ul de brometo de etideo (10mg/ml) durante 90 minutos a 80
volts.

A restricdo para cada polimorfismo deste gene foi feita em aliquotas separadas a partir do

mesmo produto de PCR (Tabela 3).

Tabela 3- Metodologia usada e fragmentos de restricdo possiveis de obter no estudo dos

polimorfismos do gene ADRI(3, através da técnica de RFLP

Polimorfismo Componentes (Thermo CondicGes da Genadtipo possivel
Scientific®) restricao
Produto de PCR: 8,5l
, _ AA- 308 pb
Enzima: Ncol (1pl) 37°C 5 min
Arglégly . AG-308+291+17 pb
Tampado: green buffer( 2ul) 65°C 15 min
GG-291+17 pb
H,0:18,5ul)
Produto de PCR: 8,5l
_ , CC- 248+60 pb
Enzima: Bbvl (1pl) 37°C 5 min
GIn27Glu . CG- 308+248+60 pb
Tampado: green buffer (2ul) 65°C 15 min
GG-308 pb
H,0:18,5ul

A visualizagdo das bandas de DNA, apds todas as eletroforeses, foi efetuada num

transiluminador de ultravioleta (GenoSmart VWR®).

e ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados obtidos foi efetuada nos softwares Primer of Biostatistics 5.0
e PASW Statistic 18, estabelecendo-se como nivel de significancia o p<0,05.

Para verificar se as popula¢gfes estariam em equilibrio Hardy-Weinberg (ex. genoétipo vs
controlado/ndo controlado) foi utilizado o teste de chi quadrado (x?) de Pearson visto se
pretender comparar grupos com dados discretos.

O teste t de Student foi utilizado para comparar dois grupos com dados continuos (ex: média
da idade entre caso e controlo). Para calcular possiveis fatores de risco foi usado o Odds

Ratio (OR) estabelecendo-se os intervalos de confianca em 95%.

15



16



RESULTADOS

Os resultados obtidos derivam dos 170 pacientes que corresponderam aos critérios de
selecdo mencionados nos materiais e métodos e dos 174 dadores de sangue que serviram
como grupo controlo.

Dos 170 asmaticos, foram genotipados eficazmente 116 dos quais 113 foram para o gene
eNOS enquanto para o gene ADRI3, o rendimento foi menor, tendo-se genotipado 52 para o

polimorfismo Arg1l6Gly e 54 para o GIn27Glu.

e CARACTERISTICAS DAS POPULACOES ESTUDADAS

A comparagédo de alguns dados demograficos entre as duas popula¢des estudadas permitiu
verificar a existéncia de diferencas estatisticamente significativas na variavel género, mas

nao na variavel idade (Tabela 4).

Tabela 4- Distribuicdo do sexo e idade pelas populacdes amostradas

Variavel Pacientes Controlos Diferenca estatistica
Masculino 59(34,7%) 115(68,05%)

Género %, p=0,000
Feminino 111(65,3%) 54(31,95%)

Idade 39,29+18,425 41,10+12,088 Teste t, p=0,231

A distribuicdo dos géneros nas duas popula¢des tem um comportamento antagénico, com o
sexo masculino a ser mais predominante no grupo controlo (68,5%) enquanto no grupo dos

pacientes ha uma maior percentagem de mulheres (65%).
e eNOS

Em relacdo a genotipagem do gene eNOS observou-se que no grupo Controlo as
frequéncias dos genotipos bb, ab e aa foram, respetivamente, 67,82%, 23,56% e 8,62%.
Dentro da populacdo de asmaticos as frequéncias dos genétipos bb, ab e aa foram 69,91%,
29,20% e 0,88%, respetivamente (Tabela 5).
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Tabela 5- Frequéncia gendtipica do polimorfismo do gene eNOS

bb ab aa p(x)
Asmaéticos 79(69,91%) 33(29,20%) 1(0,88%)

0,016
Controlo 118(67,82%) 41(23,56%) 15(8,62%)

Ha que realcar o facto da populacdo de asméticos estar em equilibrio Hardy-Weinberg
(x?=1,51; p=0,47) ao contrario da populacdo controlo que ndo se encontra em equilibrio
(x*=13,1; p=0,001).

Existem diferencas significativas na distribuicdo dos gendtipos entre as duas populagcdes
(x?=8,43 x; p=0,016) (Tabela 5). Verifica-se que a percentagem de individuos aa é bastante
superior no grupo controlo sendo este um fator protetor para a doenca (OR=0,095 I1C-0,012
a0,727).

As frequéncias alélicas nas duas populaces divergem ligeiramente com o alelo b a ter
maior percentagem na populacdo de doentes, 84,51% comparados com os 79,6% do
controlo, embora estas diferencas ndo sejam estatisticamente significativas (x2=1,88;
p=0,170)

e ADRMB,

A genotipagem do recetor (3,-adrenérgico por RFLP permitiu genotipar 52 pacientes em
relagdo ao polimorfismo Argl6Gly e 54 para o polimorfismo GIn27Glu. Para ambos os
polimorfismos as frequéncias genotipicas estdo em equilibrio Hardy-Weimberg (x?=2,05;
p=0,36 e °=0,16; p=0,92). Para este gene n&o foi usado grupo Controlo pois a populagéo

escolhida como controlo ndo foi adequada.

Posicao-16
Neste polimorfismo a frequéncia de asmaticos homozigoéticos para a arginina foi de 42,3%,

para os heterozig6ticos foi de 51,92% e 5,77% de homozigéticos para a glicina (Tabela 6).

Tabela 6- Frequéncia genotipica do polimorfismo Arg16Gly do gene ADRI(3,

Arg/Arg Arg/Gly Gly/Gly
Asmaticos 22(42,31%)  27(51,92%)  3(5,77%)
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Quanto a frequéncia alélica verifica-se que o0 alelo com o aminoacido arginina esta em

maioria nesta populagdo com 68,3% (Tabela 7).

Tabela 7- Frequéncia alélica do polimorfismo Arg16Gly do gene ADRI(3;

Arg Gly

Asmaticos 71(68,27%) 33(31,73%)

Posicao-27
A distribuicdo das frequéncia genotipicas no polimorfismo no codao 27 diverge ligeiramente

do polimorfismo Argl6Gly com a frequéncia dos heterozigéticos a ser de 42,6% e dos
homozigéticos de 12,96% e 44,44% para 0s aminoacidos GIn e Glu, respetivamente (Tabela
8).

Tabela 8- Frequéncia genotipica do polimorfismo GIn27GIlu do gene ADRI3,

GIn/GIn GIn/Glu Glu/Glu
Asméticos 7(12,96%) 23(42,59%)  24(44,44%)

A frequéncia alélica para este polimorfismo é de 34% para o alelo GIn e 65,74% para o alelo
Glu (Tabela 9).

Tabela 9- Frequéncia alélica do polimorfismo GIn27Glu do gene ADRI(3,

Gln Glu

Asmaticos 37(34,26%) 71(65,74%)

Haplétipos (posicdo 16 com 27)
A distribuicdo das véarias combina¢des dos polimorfismos nas posicbes 16 e 27 entre

heterozig6ticos e homozigoéticos esta expressa na tabela 10. Verifica-se que ndo existe
nenhum individuo homozigético para o haplétipo Glyl6/Glu27. O haplétipo com maior

frequéncia é o Arg/Gly Glu/Glu.
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Tabela 10- Associacao entre gendtipos dos polimorfismos na posicao 16 e 27 do ADRI(3,

Haplotipo

Frequéncia (%)

Arg/Arg Glu/Glu
Arg/Gly Glu/Glu
Gly/Gly Glu/Glu
Arg/Arg GIn/Glu
Arg/Gly Glu/GIn
Gly/Gly GIn/Glu
Arg/Arg GIn/GIn
Arg/Gly GIn/GIn

Gly/Gly GIn/GIn

10(22,92%)
14(27,08%)
0(0%)
6(14,58%)
12(22,92%)
2(4,17%)
3(4,17%)
1(2,08%)
1(2,08%)

e RESPOSTA A TERAPEUTICA

Todos os pacientes incluidos neste estudo foram medicados de acordo com a sua situacao
clinica e mais tarde foi analisada a evolu¢éo da sua condi¢do através do inquérito ACQ. Dos

170 asmaticos, 117 (68,8%) tinham a sua doenca controlada e 53 (31,2%) foram

classificados como n&o controlados.

Fatores estudados que podem influenciar a resposta a terapéutica

Um dos objetivos deste estudo é analisar a influéncia dos fatores genéticos na resposta a
terapéutica. Para além dos genes acima mencionados estudou-se ainda a influéncia da

idade, do género e do tipo de asma (alérgica ou n&o alérgica) no tratamento dos doentes

(Tabela 11).
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Tabela 11- Fatores estudados que podem influenciar a resposta a terapéutica

Fator Controlado Nao controlado Diferenca estatistica
Idade Média 117 (34,22+17,04) 53 (50,47+16,43) (Teste-t) p=0,000
M 39(22,94%) 20(11,76%)
Género (x?) p=0,605
F 78(52%) 33(19,41%)
Asma 100(58,82%) 44(25,88%)
alérgica
Alergia (x?) p=0,654
Asma ndo 17(10%) 9(%,29%)
alérgica
bb 57(50,44%) 22(19,47%)
eNOS ab 24(21,24%) 9(7,96%) (Xz) p=0,278
aa 0(0%) 1(0,88%)
Arg/Arg 16(30,77%) 6(11,54%)
Gly/Gly 2(3,85%) 1(1,92%)
GIn/GIn 5(9,26%) 2(3,70%)
27- ADRB, GIn/Glu 13(24,07%) 10(18,52%) (%) p=0,682
Glu/Glu 16(29.63%) 8(14,81%)
Haplotipos (posic&o 16 com posicdo 27) (Xz) p=0,904

Os resultados expressos na tabela 11 mostram que nenhum dos polimorfismos dos genes
analisados (eNOS e ADRfM3,) tem influéncia na resposta a terapéutica. Este resultado
verifica-se quer para os genoétipos em separado (Tabela 11) como para genétipos agrupados
(ndo apresentado) quer para os haplétipos entre a posicdao 16 e 27. O Unico fator

estatisticamente relevante na distribuicdo dos doentes como controlados ou ndo controlados

é a idade.
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DISCUSSAO

A asma € uma doenca inflamatoéria cronica das vias aéreas que se caracteriza por
problemas recorrentes de respiracdo. Esta doenca complexa é sobretudo desencadeada por
fatores ambientais que podem dar inicio a uma crise asmatica. Contudo ndo sdo s6é 0s
fatores presentes no ambiente a causa para a doenca. Desde cedo se reconheceu a asma
como uma doenca hereditaria sendo que 40 a 60% do risco para a doenca é atribuido a
fatores genéticos (Carroll 2005). Como tal comecou por se estudar 0 gene da sintase do
Oxido nitrico endotelial, ja associado a varias outras doencas tais como a hipertensao, a

isquemia e o alzheimer e que é aqui um gene candidato também para a asma.

A eNOS é a forma constitutiva da sintase do 6xido nitrico que esta presente nas células
endoteliais e que esta envolvida na formacdo do Oxido nitrico catalizando a reacdo da
arginia a citrulina (Alderton et al. 2001). O NO tem vérios efeitos nas vias aéreas e ha uma
producdo aumentada deste gas nos pacientes com asma, bem evidenciado pelo aumento
dos niveis de NO no ar exalado dos asmaticos (Karitonov & Yates 1994). O 6xido nitrico tem
efeitos benéficos nas vias aéreas como broncodilatador, e efeitos prejudiciais como
vasodilatador, aumentando a exsudacdo de plasma, e como amplificador da resposta
inflamatéria (Barnes 1996).

Neste estudo, um dos objetivos foi determinar se o polimorfismo em tandem no intrédo 4 da
eNOS esta associado a suscetibilidade para a asma.

Os resultados demonstram que ha diferencas estatisticamente significativas entre os dois
grupos (Tabela 5), ou seja a distribuicdo dos gendtipos varia dos asmaticos para 0s néo
asmaticos. Verificou-se também, através do odds ratio, que o genétipo aa é um fator de
protecdo para a asma.

Tsukada et al. revelaram que estes polimorfismos no gene da eNOS se correlacionam com
as concentracdes de metabolitos de NO circulantes, com os individuos com o genétipo bb a
apresentarem uma maior concentracédo, seguidos do gendtipo ab e, por fim, o aa (Tsukada
et al. 1998).

Por estas razfes suspeita-se que 0 gendtipo bb podera estar relacionado com o
desenvolvimento da asma devido aos altos teores de NO produzidos pela sintase do 6xido
nitrico e aos putativos efeitos deletérios que isso provoca nos asmaticos, por exemplo
através do aumento do fluxo sanguineo e da resposta imunitaria.

Contudo é importante referir que na analise do grupo controlo se verificou que este ndo esta
em equilibrio Hardy-Weinberg. A populacdo que serviu como controlo deriva de um grupo de
dadores de sangue que é um composto maioritariamente por elementos do sexo masculino,

ao contrario dos pacientes com asma (Tabela 4), e embora ndo tenha sido medido este
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parametro, tem-se a percecdo que as pessoas que dao sangue em muitos casos S&o
obesas, uma condicdo de risco para o desenvolvimento de véarias doengas, incluindo a asma
(Delgado et al. 2008). Estas caracteristicas poderao ser a causa do enviesamento na
distribuicdo genotipica na populacao controlo levando a que esta ndo esteja em equilibrio
Hardy-Weinberg. Este facto faz com que ndo possamos tirar conclusdes efetivas sobre a
influéncia deste polimorfismo na asma.

Comparando as frequéncias genotipicas resultantes neste estudo com estudos do mesmo
tipo verifica-se que numa populacdo coreana com asma brénquica a distribuicdo dos
gendtipos bb, ab e aa foi de 88%, 11% e 1% respetivamente sendo estatisticamente
diferente dos Controlos (75%, 24% e 1%) (Y. C. Lee et al. 2000). Ou seja, estas distribuicbes
de gendtipos (tanto no grupo controlo como no grupo asma brénquica) sdo bastante
diferentes das distribuicbes encontradas neste estudo, destacando-se o valor elevado de
individuos bb nos asmaticos coreanos.

Num outro estudo, numa populagcédo caucasiana Checa (Holla et al. 2002), mais proxima da
populacdo portuguesa em termos étnicos, verificou-se que a frequéncia nos asmaticos do
gendtipo bb era 69,3%, do gendtipo ab 27,0% do gendtipo aa 3,1% e do gendtipo bc (padrédo
de banda anormal) 0,6%. Se excluirmos o Unico individuo com o genétipo bc verifica-se que
as frequéncias genotipicas sédo similares a dos controlos checos (69,4%, 28,7% e 1,9) e
semelhantes as da populacdo de asméticos de Portugal (69,9%, 29,2% e 0,88%) presentes
neste estudo.

Por outro lado a populagdo controlo checa diverge relativamente & populagdo controlo
(67,2%, 23,6%, 8,62%) deste estudo, sobretudo na frequéncia de individuos aa sendo este
mais um argumento a favor do enviesamento da populacdo controlo baseada nos Dadores

de Sangue.

Vérios estudos tém indicado varios marcadores no cromossoma 5q31 ligados a alergia, a
niveis de IgE, a hiper-reatividade bronquica e asma (Liggett 1997). Um dos genes
localizados nessa regido é o do recetor 3,-adrenérgico.

O recetor 3,-adrenérgico é um protétipo dos recetores acoplados a proteina G e esta
presente no musculo liso, no epitélio bronquial e nas células endoteliais. Um dos principais
efeitos do recetor no musculo liso do brébnquio € o relaxamento e dilatacdo bronquial que
ocorre pela sua ativagdo por catecolaminas endégenas ou por 3,-agonistas administrados
(Liggett 1997).

A associacdo dos polimorfismos do gene ADR3, com a asma € controversa devido a
resultados contraditérios encontrados na literatura. Num estudo realizado com criancas
egipcias foi encontrada uma elevada diferencga estatistica na distribuicdo do polimorfismo no

codéo 16 entre asméticos e controlo e entre asma severa e asma moderada (Salama et al.
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2011). J4 num estudo com doentes americanos nado foi encontrada qualquer diferenca na
distribuicdo das frequéncias genotipicas na posicdo 16 e 27 entre asmaticos e né&o
asmaticos (Liggett 1997). O mesmo resultado foi obtido na Nova Zelandia (Holloway et al.
2000) e na Colombia (Isaza et al. 2012).

Num estudo no México feito com adultos locais ndo foi encontrada nenhuma diferenca entre
asmaticos e grupo controlo relativamente ao polimorfismo Argl6Gly mas sim no
polimorfismo GIn27Glu. Ainda neste estudo foi demonstrado o efeito protetor do alelo Glu
face ao alelo GIn e uma associacdo entre asma noturna e o alelo 16-Gly (Santillan et al.
2003). Outros estudos referem ainda que o alelo Glu na posicdo 27 do gene ADRI3, esta
associado a niveis elevados de IgE no soro (J. C. Dewar et al. 1997) e a uma baixa
reatividade das vias aéreas (Haltel et al. 1995). Resumindo, estes dados no seu conjunto
parecem referir que estes polimorfismos ndo sdo fatores influenciadores da asma por si,

mas podem estar associados ao tipo de asma ou a feno6tipos relacionados com a doenca.

Neste estudo as frequéncias genotipicas obtidas nos asméaticos para o polimorfismo
Argl6Gly foram de 42,3% para Arg/Arg, 51,9% para Arg/Gly e 5,8% para Gly/Gly. As
frequéncias alélicas foram de 68,3% para o alelo Arg e 31,7% para o alelo Gly.

As frequéncias genotipicas sao diferentes das obtidas em estudos onde ndo foram
encontradas diferencas entre os doentes e o0s controlos, como no estudo feito numa
populacdo asmética americana, onde as frequéncias séo de 14,1%, 32,2% e 53,1% (Liggett
1997). Ja& numa populagéo chinesa de asmaticos obteve-se uma frequéncia gendtipica para
0s homozigoticos Arg/Arg de 35,6%, para os heterozig6ticos de 49,2% e 15% para 0s
homozigoticos Gly/Gly (Kwok et al. 2003) e uma frequéncia alélica de 60,4% para o alelo
Arg e 39,6% para o alelo Gly o que significa que esta mais préxima das frequéncias alélicas
obtidas para a populacdo asmatica portuguesa (68,3% e 31,7%).

Numa populacdo brasileira de asmaticos onde foi encontrada uma diferenca significativa
entre controlos e asmaticos verificamos que as frequéncias alélicas divergem das do
presente estudo com a percentagem do alelo Gly (57,5%) a ser mais elevada que o alelo

Arg (42,5%) na populacéo brasileira (Paiva 2007).

Para a posi¢do 27 os resultados indicam que a prevaléncia dos genotipos GIn/GIn, GIn/Glu e
Glu/Glu nos asmaéticos foi de 13%, 42,6% e 44,4%. Nestes nimeros destaca-se o facto do
alelo considerado mutado (Glu) ter uma percentagem maior que o alelo selvagem (GIn). Se
tivermos em consideracéo que o alelo Glu esta associado a niveis mais elevados de IgE em
familias de asmaticos (J. C. Dewar et al. 1997) pode-se estar perante a origem de um

fendtipo relacionado com a asma.
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Noutros trabalhos a frequéncia do polimorfismo GIn/Gly nos doentes com asma foi de 51%
para homozigoticos GIn, 23% para heterozig6ticos e 26% para homozig6éticos Glu numa
populagéo brasileira (Paiva 2007) e 26%, 50% e 24% numa populacdo americana, (Liggett
1997) e 70% 27% e 4% numa populacdo colombiana (Isaza et al. 2012).

No entanto, devido a auséncia de um grupo Controlo, ndo se podem fazer extrapolacdes
sobre a influéncia destes polimorfismos do gene ADRI(3, na origem da asma ja que nao se
pode comparar diretamente com outras populagdes pois existem grandes diferencas nas
frequéncias dos polimorfismos entre individuos Afro-Americanos, Caucasianos e Chineses
(Xie et al. 1999).

Outro objetivo deste estudo foi investigar a existéncia de uma relacdo entre a resposta ao
tratamento da asma e o gen6tipo de um individuo. Nenhum dos polimorfismos estudados
influencia este parametro, ou seja, o fato do doente estar controlado ou ndo controlado n&o

varia conforme o genotipo.

Apesar de ndo se encontrar nenhum estudo que relacione a terapéutica na asma e o gene
eNOS, sabe-se que os corticosteroides diminuem os niveis de Oxido nitrico exalado
(Zanconato & Dario 1997) através da inibicao da expresséo da iNOS (Simmons et al. 1996).
Pelo contrério, este estudo veio demonstrar que no caso da eNOSs os polimorfismos nao
influenciam a resposta ao tratamento da asma. Uma possivel explicacdo para esse
resultado é a medicacao prescrita para os doentes ndo influenciar a sintase do 6xido nitrico

endotelial.

Os estudos farmacogenéticos na asma ganharam um grande interesse a partir de 1994
guando se verificou que o gendtipo 16-gly estava associado a uma maior perda no nidmero
de recetores em relagcdo ao gendtipo 16-arg apds 24 horas de exposi¢do a agonistas e que
0 genotipo Glu-27 era mais resistente a essa diminuicao (Liggett 2000). Uma vez que os b2-
agonistas sdo um dos medicamentos mais prescritos no tratamento da asma, a variabilidade
genética no ADRI(3, pode resultar em diferentes sucessos no tratamento da doenga. Este fato
foi demonstrado por Tan et al que evidenciou que o uso de broncodilatadores provocava
dessensibilizagdo dos recetores dependente destes polimorfismos do gene ADRI3, (Tan et
al. 1997). Outros estudos relacionaram o efeito destes polimorfismos do gene ADR[, com a
resposta a um determinado 3,-agonistas. Num desses estudos, realizado por Martinez et al,
mostrou-se que o polimorfismo Argl6Gly afeta a resposta ao albuterol, sendo que as
melhores respostas eram para individuos Arg/Arg, seguidos por Arg/Gly e por fim Gly/Gly
(Martinez et al. 1997).
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Neste estudo nado foi encontrada nenhuma relacdo entre os polimorfismos do ADRIM3; e a
resposta a terapéutica da asma. Este resultado pode ser expectavel se tivermos em
consideracéo o facto de cada doente estar sujeito a diferentes medicamentos (por exemplo,
nem todos tomam b2-agonistas ou s6 b2-agonistas) o que pode contrabalancar a possivel
influéncia dos gendtipos do ADRI(3,.

Dos outros fatores estudados apenas a idade se mostrou ser importante na resposta a
terapéutica. Contudo este dado é meramente indicativo ndo se podendo tirar conclusdes

uma vez que nao se conhece a duragédo da doenca em cada paciente.
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CONCLUSOES

Foi encontrada uma associacdo entre o polimorfismo de repeticdo de 27pb do gene eNOS e
a suscetibilidade para asma, contudo este resultado estd condicionado pela escolha do

grupo controlo.

A prevaléncia dos alelos Arg e Gly do polimorfismo Argl6Gly do ADRf3, nos asmaticos é de

68,3% e 31,7% respetivamente.

No polimorfismo GIn27Glu do ADRI(3, a prevaléncia nos asmaticos do alelo mutado (Glu) é

superior ao alelo selvagem (GIn).

Nenhum dos determinantes genéticos estudados tem influéncia na resposta a terapéutica na

asma.
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ANEXQOS

ANEXO A

ASTHMA CONTROL QUESTHINNAIRE D

Please answer questions | 6.

Circle the number of the respomse that best deseribes how you have been during the past week

L.

On avemge, during the past week, how often were you woken by your asthma

during the night?

On average, during the past week, how bad were your asthma sy mptoms
when you woke up in the morning?

In geneml, during the past weoek, how limited were you in your activities
because of your asthma?

In genenl, during the past week, how much shortness of breath did you
experience because of you asthma?

In generl, during the past week, how much of the time did you wheesze?

Om avemge, during the past week, how many puffs of short-acting
bronchoedilator {eg. Ventoling have you used each day?

To be completed by a member of the clinic staft
FEV1 pre-bronchodilator: ..o
FEV1 % predicted ...

Fighliied sty ﬂ-,:l.m
and score the FEV1 % predicted m the next

column)

= =P N B = = L Rl Tl e b = =S Y N = L Rl

ool e b b —

ol e b b —

MNever

Hardly ever

A few minutes
Several times
Many times

A great many times

Unable to sleep because of asthma

No symptoms

Very mild sympioms
Mild symptoms
Moderate symptoms
(uite severe symptoms
Sevene symptoms

Very seveme symptoms

Mot limited at all
Wery slightly limited
Slightly lmited
Moderately limited
Very limited
Extremely limited
Tetally limited

MNone

A very little

A little

A moderake amount
Quite a lot

A great deal

A very great deal

Mot at all

Hamdly any of the time

A little of the time

A moderate amount of the time
A lot of the time

Maost of the time

All the time

Mome

1-2 pufts most days

3—4 puffs most days

5§ puffs moest days

4-12 puffs most days

13-16 puffs most days

Maore than L6 puffs most days

=05%, predicted
Q500G
BBy
TO-T (M
G
S0-51r
=50% predicted

1/ The Asthma Control Questionnaire is copyrighted. It may not be changed, tmnslated or sold {paper or software) without the
permission of Elizabeth Iuniper
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10.

11.

12.

13.

ANEXO B
Extracdo de sangue método de salting-out

O DNA é extraido de sangue periférico colhido num tubo com anticoagulante EDTA.
Transfere-se 2mL para um tubo rolhado e graduado de 10ml.

Adiciona-se 1 volume de TKM X-100 tendo o cuidado de adicionar parte deste tubo

onde a amostra foi colhida de forma a evitar desperdicios de sangue.

Adiciona-se 25 uL de IPGEPAL CA 630 por cada ml de sangue, com o objetivo de
lisar as células, com consequente libertagdo de DNA e outros constituintes celulares.

O tubo é agitado 4-5vezes por inversao vigorosa.

Segue-se uma centrifugagdo a 2200rpm, & temperatura de aproximadamente 4°C e
durante 15min., que deve ser repetida caso o pellet formado nédo adira ao fundo do

tubo. NOTA: o travao da centrifuga tem de ser regulado para 0

O sobrenadante é rejeitado e ao pellet que contém, entre outros constituintes, o

DNA, é adicionado 2mL de tampédo TKM 1 por cada ml de sangue.

Centrifuga-se a mesma temperatura, a 1600rpm e por um periodo de 10min e sédo

repetidos os passos de rejeicdo do pellet e adicdo de tampédo TKM 1.

O passo anterior é repetido no maximo 2x de modo a ser obtido um pellet branco,

evitando perdas excessivas de DNA.

Ressuspende-se o pellet (vortex) na solucdo TKM 2 numa propor¢éo de 160 ml por

ml de sangue.

Adiciona-se 10uL de SDS 10% por ml de sangue e a mistura € ressuspendida com o
auxilio de uma micropipeta. Este reagente dissolve as proteinas ainda existentes em

solucéo.
Incuba-se a 55°C por 10min.

Ao fim deste intervalo de tempo o contetdo do tubo é transferido para um eppendorf
ao qual se juntam 60uL de NaCl saturado por ml de sangue. Visualiza-se de imediato
a precipitacao de proteinas existentes na suspensao de DNA que formam uma fase

branca opaca distinta de outra completamente transparente (suspenséo de DNA).
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14.

15.

16.

17.

18.

Agita-se o tubo eppendorf (vortex).

Centrifuga-se (centrifuga de eppendorfs), a 1200rpm, a temperatura ambiente e por
30min (salting-out).

Verte-se o0 sobrenadante (que contém o DNA) resultante da centrifugacéo anterior
para um tubo de vidro e adicionam-se 2 volumes de etanol absoluto gelado

(colocado a -20°C cerca de 5min antes de ser utilizado).

O tubo, devidamente selado com parafilme, € invertido suavemente até precipitacdo
do DNA.

Ressuspende-se o DNA em 200uL de tampédo TE previamente colocados no tubo

eppendorf devidamente rotulado e armazena-se a 4°C.
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