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1 INTRODUGAO

A asma é uma doenca inflamatéria crénica de etiologia multifatorial, resultante de
uma interacdo entre fatores genéticos, exposi¢ao ambiental a aeroalérgenos e
outros fatores especificos que levam ao desenvolvimento e a manutengdo dos
sintomas. E uma doenca caracterizada por hiperresponsividade (HR) das vias aérea
inferiores e por limitagdo variavel ao fluxo aéreo. (Busse & Lemanske, 2001;
Lemanske & Busse, 2010). Esse processo &€ complexo e parece ser regulado por
agdo do tecido adiposo e pela resposta imune atraves de moléculas denominadas
adipocitocinas (leptina, resistina, fator de necrose tumoral, adpisina e adiponectina)
(Saltiel et al., 2001).

A adiponectina & a unica adipocitocina com efeito anti-inflamatario e o tecido adiposo
visceral é sua fonte mais importante (Steffes, 2004), sendo que a concentragao
sérica de adiponectina tende a diminuir em obesos (Arita, 1999). Isso pode ser
explicado pela agdo de macrofagos do tecido adiposo que produzem TNF-alfa e IL-
6, os quais por agao paracrina podem inibir de forma direta a produgao local de

adiponectina (Brunn, 2003).

Visto que receptores de adiponectina estao expressos em células da via aérea
humana, foi proposto que o declinio da concentracdo sérica da adiponectina em
obesos pode contribuir com o aumento da massa muscular da via aerea observada
em asmaticos (Shore, 2006). Polimorfismos genéticos também podem estar

relacionados & diminuig&o destes niveis de adiponectina (Ornelas et al., 2012).

Diante desta importante associagdo da adiponectina com a asma, o objetivo deste
trabalho & verificar se ha associagdo entre genotipos para o polimorfismo 45T>G no
gene da adiponectina e presenca e gravidade da asma, bem como a funcao

pulmonar em mulheres obesas e nao obesas.
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ABSTRACT

Introduction: Asthma affects about 10% of the population of developed countries. In
Brazil, 12.9% of adult women have asthma. It is a chronic inflammation of the lower
airways and its etiology is multifactorial. The genetic susceptibility is an important
factor for the development and possible worsening of asthma. Adiponectin has
recently been implicated in the pathophysiology of asthma. Because current
evidence suggests that sexual dimorphism in the expression of adiponectin
polymorphism 45T> G was analyzed in women with and without asthma. Objectives:
To determine if the polymorphism is associated with the risk or severity of asthma, as
well as clinical variables. Methods: Pulmonary function was assessed by spirometry,
and atopy by skin test. DNA was extracted and polymorphisms was investigated
using PCR followed by digestion with BspHI. Results: The TT genotype was
associated to a higher risk of asthma (p <0.0001), but not its severity. This genotype
is also associated with family history of 1st degree of asthma (p = 0.03) and, in atopic
patients, it was associated with reduced percentage of peak flow ratio (p = 0.0092).
The G allele was associated with the skin test positive (p = 0.035). Conclusion: Our
results showed that the TT genotype is @ genetic risk factor for asthma.

Keywords: Asthma; polymorphism; adiponectin.




RESUMO

Introdugdo: A asma afeta cerca de 10% da populagdo dos paises desenvolvidos.
No Brasil, 12,9% das mulheres adultas tem asma. E uma inflamagdo cronica das
vias aéreas inferiores e sua etiologia & multifatorial. A suscetibilidade genética é fator
importante para o desenvolvimento e possivel agravamento da asma. A
adiponectina foi recentemente implicada na fisiopatologia da asma. Devido
evidéncias atuais que sugerem dimorfismo sexual na expressao da adiponectina, o
polimorfismo 45T>G foi analisado em mulheres com e sem asma. Objetivos:
Verificar se o polimorfismo estd associado ao risco ou gravidade da asma, bem
como as variaveis clinicas. Métodos: A func@o pulmonar foi avaliada pela
espirometria e presenca de atopia por meio de teste alérgico cutaneo. O DNA foi
extraido e o polimorfismo foi investigado utilizando técnica de PCR com primers
especificos. Seguido por digestao com enzima de restricdo BspHI. Resultados: O
gendtipo TT foi associado ao maior risco de asma (p<0,0001), mas nao com a sua
gravidade. Esse genétipo também esta relacionado a histéria familial de 1° grau de
asma (p=0,03) e nas atopicas relacionado com percentuais reduzidos de peak flow
relativo (p=0,0092). O alelo G nas com asma foi associado a teste alérgico cutaneo
positivo (p=0,035). Conclusao: Nossos resultados mostraram que o genotipo TT foi
associado a maior frequéncia de historia familial de asma e é um fator de risco
genético para a asma.

Palavras-chave: Asma; polimorfismo; adiponectina.

INTRODUGAO

A asma é uma doenga cronica que afeta 300 milhdes de pessoas no mundo com
prevaléncia meédia na populagao geral de 0,7 a 18,4%, estando o Brasil em 8 lugar
com prevaléncia estimada de 10% (GINA 2011), sendo de 12,9% entre mulheres
adultas (Macedo et al. 2007). Constitui a quarta causa de hospitalizagao pelo SUS e
a terceira causa de internacéo entre criancas € adultos jovens (DATASUS, 2009).

Estudos sugerem que sua base etiologica seja multifatorial, resultante de uma
interacdo entre fatores genéticos, exposicao ambiental a aeroalérgenos e outros
fatores especificos que levam ao desenvolvimento e & manutengao dos sintomas. E
uma doenca caracterizada por hiperresponsividade (HR) das vias aérea inferiores e
por limitagao variavel ao fluxo aéreo. Manifesta-se clinicamente por episodios

recorrentes de sibilancia, dispneia, aperto no peito e tosse. (Busse & Lemanske,

2001; Lemanske & Busse, 2010).
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Um dos processos patolégicos mais relevantes na asma € a inflamagao
desencadeada por repetidas reagdes de hipersensibilidade imediata que leva
a obstrugao intermitente e reversivel das vias aéreas, inflamagao brénquica cronica
com eosindfilos e hipertrofia das células musculares lisas (Cohn et al, 2004). Esse
processo & complexo e parece ser regulado por agao do tecido adiposo e pela
resposta imune através de moléculas denominadas adipocitocinas (leptina, resistina,
fator de necrose tumoral, adpisina e adiponectina) (Saltiel et al., 2001), as quais s&o
relacionadas ao desenvolvimento de inimeras condi¢coes inflamatorias, como

doengas cardiovasculares, diabetes tipo 2 e asma.

A adiponectina é a Gnica adipocitocina com efeito anti-inflamatorio e o tecido adiposo
visceral é sua fonte mais importante (Steffes, 2004), sendo que a concentragao
sérica de adiponectina tende a diminuir em obesos (Arita, 1999). Isso pode ser
explicado pela agdo de macrofagos do tecido adiposo que produzem TNF-alfa e IL-
6, 0s quais por agdo paracrina podem inibir de forma direta a produgado local de

adiponectina (Brunn, 2003).

As propriedades anti-inflamatérias da adiponectina incluem a inibicdo de citocinas
pro-inflamatorias, como TNF-alfa, IL-6 (Masaki, 2004), ICAM-1, VCAM-1 e P-
selectina (Wolf, 2004), bem como inducéo de citocinas anti-inflamatérias, como 1L-10
e antagonista do receptor de IL-1 (Kumada 2004 & Wolf, 2004, Wulster-Radcliffe,
2004). Além disso, a adiponectina modula a ativagdo, proliferagéo, citotoxicidade e
produgdo de citocinas pelas células inflamatorias, bem como afeta a interagdo entre
linfécitos T e B. Sabe-se que a ICAM-1 € o receptor para a maioria dos rinovirus -
causa infecciosa mais importante de exacerbacdo da asma (Stanciu, 1998) - e a P-
selectina ¢ um mediador da adesdo dos leucocitos ao endotélio vascular, assim
esses podem ser os gatilhos para iniciar uma resposta inflamatoria. Essa
capacidade de inibir as moléculas de adesao endotelial esta diminuida na deficiéncia
de adiponectina. o que pode estar relacionado com a causa da asma (Sood et al
2008).

Visto que receptores de adiponectina estédo expressos em células da via aérea de
humanos, foi proposto que o declinio da concentracao sérica da adiponectina em

obesos pode contribuir com o aumento da massa muscular da via aérea observada
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em asmaticos cronicos (Shore, 2006). Sood et al. (2008) verificaram que mulheres
com asma recente apresentam menores niveis plasmaticos de adiponectina que
mulheres sem asma, mas a mesma associagdo nao foi encontrada em homens.
Lessard at al. (2011) encontraram baixos niveis de adiponectina em obesos
asmaticos e Holguin et al. (2011) também verificaram baixos niveis em material
coletado de lavagem broncoalveolar. Lugogo et al. (2010), relataram que estudos em
ratos, ao analisar a obesidade e asma, sugerem que as adipocitocinas, leptina e
adiponectina, podem modular a inflamacédo da via aérea e a hiperreatividade

brénquica.

Polimorfismos genéticos também podem estar relacionado a diminuicdo destes
niveis de adiponectina, como relatado por Ornelas et al. (2012) que verificaram que
baixos niveis de adiponectina foram associados significativamente ao genotipo TT
do polimorfismo 45T/G do gene da adiponectina (APM1). Yang et al. (2003)

encontraram a mesma associagao em ao analisar RNAm.

O gene APM1 (ou ACDC) se localiza no cromossomo 3q27, na mesma regiao onde
foram previamente mapeados a sindrome metabolica (Kissebah et al., 2000). Este
gene contém trés exons € a traducdo é iniciada no exon 2 e termina em parte do
exon 3. Polimorfismos ja foram descritos ao longo desse gene em varias populagoes
em estudos de diabetes e obesidade. O SNP45T>G (Gli15Gli) foi estudado, pois
pode afetar a transcrigdo do gene APM1, possivelmente por alterar splicing do pré
RNAm (Yang et al. 2003).

Como a obesidade & um importante fator de risco para asma, aumentando a
prevaléncia, incidéncia e possivelmente a gravidade da doenca (Ford, 2005 e Taylor
et al. 2008), a hipétese desse trabalho € que mulheres com polimorfismo do gene da
adiponectina sejam mais suscetiveis a asma, principalmente se estiverem acima do
peso. Diante desta importante associagéo da adiponectina com a asma, o objetivo
deste trabalho é verificar se ha associacdo entre gendtipos para o polimorfismo
45T>G no gene da adiponectina e presenca € gravidade da asma, bem como a

fungao pulmonar em mulheres obesas e ndo obesas.
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SUJEITOS E METODOS

O projeto foi aprovado no CEP/Emescam (045-2010) e todos os pacientes que
participaram da pesquisa receberam esclarecimentos sobre os objetivos do trabalho.
A coleta do sangue para extragdo do DNA foi realizada somente apds a assinatura

do termo de consentimento esclarecido (TCLE) pelo paciente ou de um responsavel.

Sujeitos

Os pacientes asmaticos deste estudo s&o adultos do género feminino atendidos no
ambulatério do Centro de Referéncia em Asma de Vitéria (CREAS) (n=179) do
Hospital Santa Casa de Misericordia de Vitéria (HSCMV). Uma populagéo de
mulheres sem asma, utilizada para comparacdo da frequéncia do genotipo de
acordo com as classes de IMC, foi obtida pela analise de duas amostras
populacionais da regido metropolitana de Vitoria-ES: individuos da populagao geral,
doadores de sangue no Hemocentro “Marcos Daniel Santos de Deus” (HEMOES)
(n=11) e individuos atendidos no ambulatério de referéncia de obesidade do Hospital
Universitario Cassiano Anténio Moraes (HUCAM) (n=96). As coletas de dados foram

realizadas de acordo com a ordem de atendimento nos trés servigos.

Para as pacientes com asma foi preenchido um questionario, de forma arguitiva, no
qual se perguntou sobre a historia familial de asma, presenca de comorbidades
como hipertensdo e diabetes mellitus, bem como com presenca de rinite alérgica,
remissao, exacerbacao, tabagismo, ingesta alcéolica e uso de medicacao. Também
foi aferida as medidas de altura, peso e circunferéncia abdominal (mensurada na
distancia média entre o Ultimo arco costal e crista iliaca, passando pela cicatriz
umbilical), de acordo com questionario presente no ANEXO |l. Sendo que as
comorbidades foram consideradas presentes de acordo com o relato das pacientes.
O calculo do Indice de Massa Corporea (IMC) foi obtido pelo peso dividido pela
altura elevada ao quadrado (kg/m?), sendo classificado como eutréfica a paciente
com IMC maior do que 19,5 e menor do que 25, sobrepeso com IMC maior ou igual

4 25 e menor que 30 e obesas as com IMC maior ou igual a 30. As pacientes com
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asma foram classificadas quanto a gravidade de acordo com a IV Diretriz Brasileira

de Manejo da Asma.

Avaliagdo da fungao pulmonar

A funcdo pulmonar foi avaliada pela espirometria realizada com aparelho digital
KoKo® PFT Spirometer, por meio de medidas do volume expiratério forgado no 1
segundo (VEF1), capacidade vital forcada (CVF) e da relagao VEF1/CVF. Da mesma
forma que Thyagarajan et al. (2010) os valores de VEF1 e CVF foram agrupados em
quartiles e correlacionados com polimorfismo do gene da adiponectina. A afericdo

do Pico de Fluxo foi aferido no dia da entrevista.

Teste alérgico cutdaneo

Para avaliacdo da atopia foi utilizado o teste cutaneo (Prick Test, FDA imunotest),
para o qual, apos limpeza com alcool 70% foram aplicados os extratos de alérgenos
a uma distancia de aproximadamente 2cm, em sequéncia pré-determinada na
superficie medial do antebrago. O excesso de extrato foi retirado e a leitura foi
realizada entre 15 a 20 minutos apos a puntura. A presenca de papulas com
diametro maior ou igual a 3 mm para pelo menos um dos extratos alérgicos indica
positividade e, portanto, atopia. Foram utilizados os seguintes extratos alergénicos:
Blomia Tropicallis, Dermatophagoides pteronyssimus, Dermatophagoides farinae,
Aspergillus fumigatus, Alternaria alternata, Clodosporum herbarum, epitélios de
Canis familiares (c&o), Felis domesticus (gato), Blatella germanica e Periplaneta

americana (baratas).

Coleta de Sangue Periférico

A coleta de sangue da populagao asmatica foi realizada no laboratorio de analises
clinicas do HSCMV, na qual uma amostra foi para o laboratorio de analises clinicas
do HSCMV para realizagdo de hemograma € dosagem de IgE total e uma segunda
amostra foi para o laboratério do Centro de Pesquisa na Emescam para extragao do

DNA. As amostras da populagdo ndo asmatica foram coletadas durante doagao de
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sangue no HEMOES e durante o atendimento do HUCAM. Cerca de 5 ml de sangue
foram coletados com seringa estéril e descartavel, sendo armazenados em tubo
contendo EDTA 5%.

Dosagem de IgE total

A dosagem do IgE total foi realizada em amostra de sangue periférico dos
asmaticos. A IgE total foi extraido do soro e utilizado método de imunoensaio
enzimatico automatizado pelo Sistema XT 1800 i, sendo o valor normal de referéncia
do kit < 160Ul/dL.

Extragdo do DNA dos pacientes

O DNA foi extraido de acordo com O método QIAMP DNA Blood mini kit (Qiagen,
Brasil), seguindo recomendagoes do fabricante e quantificado no aparelho Nanodrop
(NanoDropND-1000® - Thermo Fisher Scientific Inc).

Analise do polimorfismo 45t>g no gene da adiponectina

O polimorfismo 45T>G (G15G) foi analisado utilizando a técnica de Reagao em
Cadeia da Polimerase (PCR) seguida por digestdo com enzima de restricdo PCR-
RFLP (Polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricdo) de acordo com
pequena modificagéo do protocolo de NAKATANI e cols. (2004). A regiao genémica
contendo os polimorfismos foi amplificada com 0S seguintes primers: F 5'-
TCCTTTGTAGGTCCCAACT-3" e R 5.GCAGCAAAGCCAAAGTCTTG-3'e na
seguinte condig&o: 5min a 95°, 35 ciclos a 95° 40seg, 57° 40seg e 72° 60seg e uma
extensao final de 10 min a 72°. Para a identificacéo dos genotipos, 0S produtos de
PCR foram digeridos com a enzima BspH! (New England Biolabs. Beverly, MA).
Fragmentos com 375 e 128pb foram obtidos para individuos homozigotos para o
alelo T, com 503, 375 e 128 pb por individuos heterozigotos TG e com 503 pb por

individuos homozigotos para O alelo G (GG). Esses fragmentos foram separados por
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eletroforese em gel de acrilamida corado com nitrato de prata ou gel de agarose a

3% corado com brometo de etideo e visualizado sob luz ultravioleta (Figura 1).

Figura 1 - Gel de Poliacrilamida 8% referéncia do laboratério, coluna com os
respectivos genotipos 1(TT), 2 (GG), 3, 4, 5, 6 (TG) e ultima coluna com DNA
marcador de 100bp.

Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 5.
As variaveis quantitativas foram analisadas em relacdo a normalidade com o teste
de Kolmogorov-Smirnov. O teste t student foi utilizado para comparar duas variaveis
com distribuigdo normal e o de Mann-Whitney para as que nao estavam com
distribuicdo normal. O teste ANOVA foi realizado em comparagbes de variaveis
quantitativas entre os trés genotipos. Variaveis categoricas foram analisadas pelo

teste exato de Fisher ou X2. Um valor de p<0,05 foi considerado significativo.

RESULTADOS

Caracteristicas Clinicas

A amostra do estudo foi composta por 286 pacientes, sendo 179 com asma e 107

sem asma.




O perfil clinico das pacientes com asm
pacientes, o IMC médio foi 2

de peso, sendo 2

Tabela 1: Caracteristicas clinicas descritivas das pacientes com asma
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a esta descrito nas tabelas 1 e 2. Nessas
9,58 kg/m?, e 74,86% (134/179) estavam com excesso
5,15% (45/179) eutréficas, 30,72% (55/179) com sobrepeso €
44,13% (79/179) obesas.

Variaveis Média Minimo Maximo
Idade (anos) 50,53 (£14,1) 18 82
Peso (Kg) 70,78 (£16,3) STl 138
IMC (Kg/m?) 29,58 (£6,27) 17,45 47 A7
Cintura (cm) 94 57 (£14,57) 69 127
|dade da 1° crise (anos) 18,55 (£19,73) 1 71
Eosinofilos (%) 5,01 (x4,55) 0 26
Eosindfilos (n) 325,49 (£325,13) 96,1 1801,2
IgE Total (Ul/dL) 426,17 (£+618,37) 4,47 3000
Peak Flow (%) 64 (£19) 18 111
CVF 78,57 (£15,66) 42 112
VEF1 66 (£18,13) 24 106
VEF1/CVF 67 (£9,81) 34 93

IMC: indice de massa corporea, CVF: capacidade vital forcada; VEF1: volume

expiratorio forgado no primeiro segundo; VEF1/CVF: relagéo entr

A historia familial de asma em parentes de 1°
das mulheres com asma. Quanto a

foram positivos para pelo m

enos um antigeno cutaneo (Tabela 2).

e VEF1 e CVF

grau foi relatada por 74.16% (132/178)
positividade no teste alérgico, 55,55% (65/1 17)
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Tabela 2: Descricdo das variaveis clinicas de acordo com presenga ou auséncia de

obesidade
Viravels Egtrc’zﬁcas Obesas p
Sim Nao Sim N&o

Teste Alérgico (n=82) 13 15 32 22 0,3502
Remissao (n=123) 15 30 30 48 0,6979
Asma na infancia (n=123) 22 23 45 33 0,3552
Rinite Alérgica (n=122) 38 6 59 19 0,2423
Histéria Familial 1° Grau (n=123) 31 14 58 20 0,5357
Tabagismo (n=110) 10 33 23 44 0,287

Média do periodo de fumo em

anos 11,7 (£12,79) 21,3(x14,85)

Cigarros/dias 6,9 (£5,95) 15,08(x£17,97)
Menopausa (n=104) 16 23 38 27 0,1061

|Idade Média 61,12 (£11,46) 60,42(+8,47)
HAS (n=122) 14 31 48 29 0,0013
DM (n=122) 5 39 20 58 0,0664

HAS: hipertensao arterial sistémica; DM: diabetes mellitus

O perfil clinico das mulheres sem asma encontra-se na tabela 3. Nesta populagao o
IMC médio foi de 41,81 kg/m?, sendo 81,3% (87/107) de obesas, 12,15% (13/107) de
sobrepeso e 6,55% (7/107) de eutroficas.

Tabela 3: Variaveis quantitativas da populagdo com asma e sem asma

Mulheres com asma Mulheres sem asma
Variaveis — p
Média Intervalo Média Intervalo
|dade (anos) 50,53 (x14,1) 18 a 82 41,81 (x13,1) 14a72 <0,0001
Peso (Kg) 70,78 (£16,3) 37,7 a 138 110,62 (+25,8) 53 a 167 <0,0001

IMC (Kg/m?) ~ 29,58 (£6,27) 17.45247,47 42,87 (:8,59) 30,04 a 70,68 <0,0001
Eutréficas 22,52 (+1,72) 19,06 224,82 23,06 (:9,41) 19,66224,84 0,9539
Sobrepeso 27,37 (+1,42) 25,03229,99 27,65 (+1,29) 2515229,61 0,8916
Obesas 3521 (+4,64) 30,07 a47,47 4287 (:8,59) 30,04270,68 <0,0001

IMC: indice de massa corporea

Comparando amostra de mulheres com e sem asma observa-se alta prevaléncia de
obesidade em ambas, sendo maior em pacientes sem asma (44,13% versus
81.43%). Na literatura, a obesidade esta associada a maior gravidade da asma

(Taylor et al., 2007; Novosad et al., 2013). Em nosso trabalho apesar da obesidade
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ter sido associada negativamente aos parametros de fungdo pulmonar (dados ndo
mostrados), as classes de IMC ndo foram associadas com gravidade da asma
(p=0.7370).

Frequéncia dos genétipos do polimorfismo 45T>G

Os genotipos para o polimorfismo 45T>G foram analisados em pacientes com asma
e sem asma, cujas frequéncias podem ser observadas no grafico 1.

A frequéncia do gendtipo TT em mulheres com asma foi 74,3% (133/179) e na
populagdo sem asma foi de 23,86% (21/88). O gendtipo TG foi mais prevalente em
mulheres sem asma (64,48%).

Devido a diferenca entre obesas com asma e sem asma os gendtipos foram

comparados entre os grupos apenas em mulheres eutroficas e com sobrepeso.

80 M3
70 854
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| §2 ® Genétipo TT (n=157)
4 # Genstipo TG (n=110)
g 30 131 34 « Gendtipo GG (n=18)
o 20

112
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Grafico 1: Frequéncia de gendtipos em mulheres com asma e sem asma

Analises dos genétipos e variaveis clinicas

A analise descritiva das variaveis clinicas da populagdo com asma em relagao aos
diferentes gendtipos do polimorfismo 45T>G da adiponectina encontra-se na tabela

4 e 5.

Tabela 4 — Variaveis clinicas em relagéo ao gendtipo.

Variaveis TT TG GG P
Idade (anos) 50,56 (£13,77) 51,20(x14,92) 45,50(x17,38) 0,6464
Peso (Kg)* 69,60 65,85 70,50 0,2847

IMC (Kg/m?) 29,99 (£6,48) 28,08(+526)  30,69(x7,26) 0,2769




Cintura (cm) 94,93(x15,26) 89,39(+13,73) 92,33(¢21,36) 0,3826
Peak Flow 62,25(x19,39) 67,30(x19,38) 74,40(x15,98) 0,1663
Eosinodfilos (n/mL)* 254,6 228,98 328,2 0,8386
Eosindfilos (%)* 4,000 3,000 4,000 0,8664
IgE Total (Ul/dL)*  203,2 215,0 168,8 0,9572
VEF1 66,24(+18,5) 64,26(+17,15) 59,00(+18,38) 0,7678
CVF 79,01(x15,88) 77,44(x14,45) 71,50(+28,99) 0,7334
VEF1/CVF 67,53(x10,08) 66,70(+9,23) 69,00(+5,65) 0,9026
*Mediana
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Tabela 5: Distribuicao do genétipo em relagdo a presenca ou n&o de fatores de risco

ou comorbidades na amostra geral.

Variaveis Sl NAO
1T TG GG TT TG GG p
Atopia (n=117) 41 19 5 42 10 0 0,04
Remissao (n=177) 51 17 2 80 23 4 0,8765
Asma na infancia
(n=178) 72 24 4 60 16 2 0,7231
Rinite Alérgica (n=177) 102 36 3 29 4 3 0,046
Historia Familial 1°
Grau (n=177) 103 25 4 28 15 2 0,1104
Tabagismo (n=161) 35 3 85 28 3 0,2678
Média do periodo de 18,83 22,57 17
fumo em anos (+14,12) (£14,20) (x15,72)
Cigarros/dias 12,91 1287 19,67
(£15,20) (+13,66) (£9,02)
Menopausa (n=151) 63 22 2 47 13 4 0,397
o 46,36 4768 (x 47 (=
Idade Madia (£7.24) 7,09)( 11,3(1)
HAS (n=177) 67 13 2 64 27 4 0,0951
DM (n=177) 24 7 0 107 33 6 0,5135

Nao foram observados aumento da histéria de asma na infancia (p=0,3988) e da
histéria de remissdo da asma em algum momento da vida (p=0,8765) com o3

gendtipos. No entanto, mulheres com asma e genétipo TT apresentam maior

frequéncia de historia familial de 1° grau de asma do que as que apresentam outros

genotipos (p=0,03).
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Na amostra total de pacientes com asma nao foi encontrada associagéo entre as
variaveis quantitativas de fungdo pulmonar com os genétipos. No entanto, menores
valores relativos de peak flow foram associados ao genoétipo TT em mulheres com
asma atopica (p=0,0092) (média do gendtipo TT = 58,33 + 2,95 e média do gendtipo
TG+GG= 70,70 + 3,24) e no subgrupo de asmaticas obesas (p=0,0032).

150+

100

Peak Flow relativo (%)

=]

Grafico 2: Relagao em gendtipos e valores de Peak flow

As classes de IMC nao foram associadas aos diferentes genotipos em mulheres com
asma (p=0,6883). A distribuigdo dos genétipos em pacientes obesas atopicas e nao
atopicas (p=0,2455), bem como entre pacientes eutroficas atopicas e nao atopicas
(p=0,5498) nao diferiu entre os grupos. Nao houve diferenca na distribuicdo do
genodtipo em relagéo ao estado de menopausa tanto para obesas (p=0,4987) quanto

para néo obesas (p=0,1435).

Em nosso estudo as populagdes com asma (n=179) e sem asma (n = 107) foram
comparadas em relagéo a frequéncia dos genétipos TT, TG e GG (Tabela 6). Foi
encontrada relagdo estatisticamente significante do gendtipo TT em asmatico
(74,30% versus 23,15%, p<0,0001). Essa associagao foi verificada por classes de
IMC, sendo que a classe de obesidade n&o foi analisada devido a grande diferenca

nas médias de IMC entre as populacdes com e sem asma neste subgrupo. Foi
observado que o gendtipo TT se manteve associado a asma na categoria de

sobrepeso (OR=14,67, IC 95%: 2,90-74,09; p=0,0002). Em eutroficas esse genotipo
foi mais prevalente na populagdo com asma (71,11%) do que na sem asma

(28,57%), mas sem associagao estatistica (p=0,0846).
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Em mulheres com asma, a presenca do alelo G foi associada a teste alérgico

cutaneo positivo (OR=2,55; p=0,035).

Tabela 6: Polimorfismo e classes de IMC em mulheres com asma e sem asma.

Asmaticas (n=179) Nao asmatica (n=107)
TT TG GG TT TG GG P
(n=133) (n=40) (n=6) (n=25) (n=69) (n=13)
Eutroficas (n=52) 32 11 2 2 e 1 0,0846
Sobrepeso (n=68) 40 14 1 2 10 1 0,0006
Obesa (n=167) 61 15 3 21 55 11 <0,0001

DISCUSSAO

Nosso estudo investigou a distribuicdo do polimorfismo 45T>G do gene da
adiponectina em mulheres com asma e sem asma, bem como sua relagdo com

variaveis clinicas.

Recentemente a adiponectina vem recebendo atengao devido a sua possivel
implicagdo na etiologia da asma principalmente por sua influéncia na resposta
inflamatoria. Ela é produzida pelo tecido adiposo branco, e encontrada com
abundéncia na circulacdo sanguinea (Vasseur et al.,, 2003). Em contraste com
outras adipocitocinas, a adiponectina plasmatica e a expressao de adiponectina pelo
tecido adiposo declinam na obesidade e aumenta de acordo com a perda de peso
(Shore et al., 2010).

Sood et al. (2008) demonstraram que os niveis séricos de adiponectina estado
diminuidos em mulheres asmaticas quando comparado a mulheres nao asmaticas,
mas essa relagcao nao foi encontrada quando se analisou em conjunto homens e
mulheres. Por esta razado, foi sugerido que estd é uma associacao observada
apenas em mulheres, fato também encontrado por Scott et al. (2011). Devido a
existéncia de evidéncias no dimorfismo sexual nas concentragbes séricas de

adiponectina nosso estudo analisou apenas mulheres.
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Ding et al. (2012), estudaram os polimorfismos 276G>T e 45T>G em 240 homens e
mulheres sendo 120 com asma, porém estudaram apenas a associagdo da doenca
com remissao e exacerbagado. Os autores observaram associagdo do genétipo TT do
SNP 276G>T em chineses com asma, porém nao foi encontrada a mesma relacéo
para o polimorfismo 45T>G. Este fato pode ser apoiado pelos resultados de Berthier
et al. (2005) que mostra que a frequéncia do polimorfismo 276G>T & maior na
populacdo japonesa, enquanto que na populagdo caucasiana a frequéncia dos
genodtipos para os polimorfismos 45T>G e 276G>T e semelhante. Em nosso estudo
foi encontrado que o gendtipo TT (45T>G) esta associado ao maior risco de asma
(p<0,0001). Essa associagdo se manteve na classe de sobrepeso (p=0,0002), mas

nao foi significaiva em mulheres eutroficos.

Niveis plasmaticos reduzidos de adiponectina foram encontrados com maior
frequéncia em individuos TT do que nos com algum alelo G do polimorfismo 45T>G
(Berthier et al. 2005). Resultados semelhantes foram encontrados por Yang et al.
(2003) e Ornelas et al. (2012). Dessa forma, € possivel que as mulheres com
genodtipo TT investigadas em nosso estudo possuam menores niveis plasmaticos de
adiponectina e isso confira menor potencial anti-inflamatorio e maior risco de asma.
Com base nesses dados, o nosso trabalho obteve resultados semelhantes ao estudo
de Sood et al. (2008) em que niveis séricos maiores de adiponectina estao
associados a menor risco de asma atual em mulheres, associacao que se manteve
ap6s analise por classes de IMC e outras variaveis, sugerindo que a adiposidade em

mulheres com asma nao afeta a associagéo entre asma e adiponectina.

A relacdo entre expressdo da adiponectina e género é desconhecido. Uma das
hipéteses & que existe interagao entre estrogénio e funcionamento do tecido adiposo
nas mulheres. Porém, Sood et al. (2008) ao avaliarem a influéncia do estado de
menopausa ndo encontrou relacdo entre este periodo e 0s niveis séricos de
adiponectina em mulheres com asma. Da mesma forma, na amostra estudada nao
houve diferenca na distribuicdo dos genétipos em mulheres com asma menopausa e

fora desse periodo, tanto em obesas quanto para nao obesas, assim como em

atopicas e nao atopicas.
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Summer et al. (2008) em estudo realizado com animais de peso normal e deficiéncia
de adiponectina geneticamente induzida, sugere que a adiponectina,
independentemente da obesidade, possa exercer efeito protetor pulmonar atraves
da inibicdo da inflamag&o alveolar. Thyagarajan et al. (2010), com base nos dados
do estudo CARDIA, encontraram pela primeira vez em 423 homens e mulheres, que
niveis séricos reduzidos de adiponectina estdo associados a redugdo dos valores de
CVF e VEF1, e esta relacdo nao foi influenciada pelo IMC. Em nosso estudo, o
gendtipo TT foi relacionado com valores reduzidos de peak flow em pacientes
asmaticas com atopia e também com obesidade. De acordo com Rodrigues et al.
(2005), os valores de peak flow apresentam boa correlagdo com VEF1, mas se sabe
que VEF1 é um parametro mais sensivel. Valores de peak flow ja foram associados
ao polimorfismo Val105Val do gene da Glutationa S-transferase em asmaticos
expostos ao cigarro (p=0,021, IC 95%: 1,1 1-3,37) (Palmer et al. 2006).

No presente trabalho, o genotipo TT foi mais frequente em parentes com asma e
historia familial de 1° grau do que os outros genotipos (p=0,03). Nao foram
encontrados estudos que associam a presenca de historia familial com polimorfismo
da adiponectina. No entanto, ha relatos de associacdo positiva com outros genes.
Patel et al. (2004) observaram gue a historia familial positiva de asma foi associada
aos gendtipos do gene TGF-B e Witte et al. (2002) verificaram que duas copias do
alelo *2 do gene TNF-a 308 é fator de risco para o desenvolvimento de asma e essa

associagdo é aumentada em pacientes com historia familial positiva.

Tsaroucha et al. (2013) encontraram associagao entre baixos niveis de adiponectina
plasmatica com asma grave. Em nossa analise nao foi observada associagdo entre
os diferentes genétipos com a gravidade da asma. Esse resultado pode ter sido

influenciado pelo dinamismo da classificacao da asma.

Foi verificado que o teste alérgico cutaneo positivo foi associado a presenca do alelo
G em mulheres com asma (OR=2,55; p=0,035). Este resultado pode ser reforgado

por estudos funcionais em roedores que mostraram que a deficiéncia de
adiponectina agrava a eosinofilia e o recrutamento de macrofagos nas vias aéreas
durante provocagdo alergénica cronica (Medolf, 2009). Além disso, a infusdo de

adiponectina suprime a hiperresponsividade aguda induzida por alérgenos,
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inflamacédo e produgdo de citocinas Th2 (Shore, 2006). De forma semelhante,
lonescu, et al. (2012) relataram redugdo da inflamagdo em animais submetidos a
provocagdo alergénica e tratados com adiponectina recombinante intra-nasal.
Corroborando os achados anteriores, mais recentemente, Verbout et al. (2013)
observaram que, mesmo sem melhoria da metaplasia das celulas mucosas, 0s
roedores com alta expressdo de adiponectina apresentaram melhora da doenca
alérgica. Embora os resultados obtidos no presente trabalho devam ser replicados
por outros grupos e em amostras maiores, de forma inédita, eles sugerem que
polimorfismo no gene da adiponectina pode predispor a atopia e sao reforgcados por

abordagens funcionais em animais.

CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que o genotipo TT é fator de risco de asma. Esse
gendtipo também esta relacionado a historia familial de 1° grau de asma e em
pacientes atopicas a valores percentuais reduzidos de peak flow. Por outro lado, a
presenca de pelo menos um alelo G é fator de risco para a atopia em mulheres com

asma. O polimorfismo 45T>G n&o foi associado as classes de IMC e gravidade da

asma.
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Embora esses resultados devam ser reproduzidos em estudos com amostras
maiores, nosso trabalho encontrou associagédo entre o polimorfismo 45T>G do gene

da adiponectina com a presenga de asma, atopia e historia familial de 1° grau de

asma.
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ANEXO A

Formatacéo do artigo de acordo com as normas de submissdo da Revista Genetics
and Molecular Biology (http://www.gmb.org.br).



ANEXO B
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que concordo em participar do projeto “Estudo genético e molecular da
asma’. Este projeto faz parte de uma linha de pesquisa que tem como objetivo
buscar uma melhor compreenséo dos fatores genéticos relacionados com a asma.
Fui informado que a asma & uma doenga inflamatoria das vias respiratorias e esta
relacionada a fatores do ambiente e genéticos. Existem varios genes relacionados a
asma e nos Ultimos anos, diversas pesquisas vem sendo realizadas para identifica-
los e relaciona-los com as diversas formas e gravidade da doenga. Fui informado
ainda que esse estudo € independente do meu tratamento no hospital, que devo
manter todas as recomendagdes medicas e que sera realizada uma coleta de 5ml de
sangue, como ocorre em qualquer exame laboratorial de rotina, e que a mesma sera
realizada com material esteril e descartavel. O sangue coletado sera utilizado para
dosagens laboratoriais e estudo do meu material genético-DNA. Autorizo a utilizagéo
do meu DNA, bem como as informagdes obtidas na entrevista € nos exames
laboratoriais, para os objetivos desse projeto e de outros relacionados a asma €
comorbidades associadas, que possam vir a se realizar no futuro. Tenho a liberdade
de cancelar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem que isso traga prejuizo ao meu atendimento e tratamento. Recebi a
garantia de nao ser identificado (a) e que todos 0s dados referentes a mim serao
confidenciais, podendo ser acessados por mim e pelos pesquisadores envolvidos a

qualquer tempo.

Por este documento, tomo parte voluntariamente do presente estudo.

Local: Data:

RG/Assinatura do paciente

Assinatura do entrevistador RG/ Assinatura do pesquisador

Caso vocé tenha alguma divida ou problema relacionada ao estudo, podera entrar em contato com a Pesquisadora
Responsavel, Dra. Flavia Imbroisi (tel. 3334-3547) ou Dra. Faradiba Sarquis Serpa (tel. 3322-0074). Ainda podera recorrer ao
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da EMESCAM (tel. 33243586), email: comite.ética@emescam.br, Av.
Nossa Sennora da Penha, 2190 - Prédio central da EMESCAM, 1° andar,



ANEXO C

—#—
PROTOCOLO ASMA E GENES

DATA: ___! ! PRONTUARIO
Nome: Telefone Muricipio Estado
] ’ Cor- Paciente Branco( ) Pardo( ) Negrol Y Amareto ( ) indio( )
Nascimento ! / Idade: Gensio M F Entrevistador: Branco ( ) Pardo( ) Negro { ) Amarelo () Indio ( )
Peso Ikm Estatura Im] IMC Cintura !cm] Peak Flow ‘Lﬂmln] absoluto & %
IDADE DA 1" CRISE ANOS REMISSAO | )NBo () Sim DE A ANOS
Doencas Pré existentes @ co-morbidades: TABAGISMO: Inicio com Parou com
Tipo Consumo/dia
{ ) Hipertensdo — Antes ou depoisdaasma ? ALCOOLISMO: inicio com Parou com Tipo
() Diabetes Mellitus. Tipo Antes ou depois daasma? Consumao/dia Dias por semana
( )Doengado Refluxo MEDICAMENTOS EM USO
( )JAsmana Infancia
() Rinite alergica
() Problemas da Tiredide. Qual? MEDICAMENTOS DURANTE CRISE
( )MNeoplasia
= :
{ )Reagdoa Medicamentos. Qual? ASPIRINA / DIPIRONA ——-—-—-—*—MENOP AUSA Sm( ) \dade —Nao( )
REPOSICAO HORMONAL Sim( ) Naol )

Historia Familiar:

Mae Asma Rinite Alérgica Demmatite Atopica Qutras alergias DBRGE
Obesidade NEO Diabeles, Hipertensaa QOutras doengas

Pai Asma Rinite Alargica Dermatite Atopica Outras alergias DRGE
Obesidade NEO Diabetes Hipertensao Qutras doengas

Irmdos Asma Rinite Alérgica Dermalite Atopica Qutras alergias DRGE
Obesidads NEO Diabstes, Hiperiensad Dulras doengas

Filhos Asme Rinite Alérgica Dermatite Atopica Outras alesgias DRGE
Obesidade NEO Diabetes Hiperiensao Outras doengas

Netos Asma Rinita Alérgica Dermatite Atopica Outras alergas DRGE
Obesidade NEO Diabstes Hipertenséo Qutras doengas
#_

EXAMES COMPLEMENTARES: DOSAGEM DE IgE TOTAL il I Sl Uliml normal:
Hemograma )} Hm H Hic Leuc, Seg Bt Eos. Linf.

TESTES C/ AEROALERGENOS / / POSITIVOS NEGATIVOS

Sol. Salina D. farinae Baratas
Histamina Aspergillus fumigatus [ Cao |

Blomia tropicallis Alternaria alternata | Gato

D. pteronyssinus Cladosporum herbarum | — L |
ESPIROMETRIA1: _/_/_ PRE CVF ( y VEF1 ( ) VEF1/CVF ( ) FEF 25/75 ( )
(primeira) pds CVF ( ) VEF1 () VEF1CVF ( ) FEF 25/75 t )
ESPIROMETRIA2: _/_J/__PRE CVF () VEF1 () VEF1/CVF ( )FEF 2575 ()
(antepenultima) pOsS CVF ( ) VEF1 ( ) VEF1/CVF { ) FEF 25/75 t 9
ESPIROMETRIA 5: MEDIA PRE CVF ( )y VEF1 { y VEF1/CVF { ) FEF 25/75 ( )
(3 altimas) POS CVF { ) VEF1 ( ) VEF1/CVF ( ) FEF 25/75 I )
DIAGNESTICOS - CLASSIFICN;KO DA ASMA DE ACORDO COM AS IV DIRETRIZES PARA O MANEJO DA ASMA:
Asma intermitente( ) | Asma persistente fevel ) | Asma persistente moderadal ) | Asma persistente grave( )




