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RESUMO

BARTHOLO, Thiago Prudente. Avaliacdo genética nos diferentes fenotipos da Doenga
Pulmonar Obstrutiva Cronica. 2019. 79 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Médicas) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2019.

A doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) caracteriza-se por apresentacdo
heterogénea e, recentemente, tem-se tentado subdividir os pacientes em diferentes fendtipos,
sendo os principais: Exacerbador, Misto DPOC-asma e Enfisema hiperinsuflador. Diversos genes
tém sido avaliados quanto a possivel relagdo com DPOC, entretanto, polimorfismos associados a
cinco desses genes tém apresentado resultados mais significativos: EPHX1, GSTP, CHRNA3 / 5,
HHIP ¢ FAM 13A. O estudo avaliou a presenca de polimorfismos genéticos nos trés diferentes
fenotipos descritos acima. Recentemente, alguns polimorfismos genéticos t€ém sido implicados
como provaveis fatores genéticos que aumentariam a susceptibilidade ao desenvolvimento da
DPOC, porém sem associagdo com os diferentes fenotipos. O objetivo principal do estudo norteia
a correlacao de polimorfismos genéticos associados a DPOC com os diferentes fenotipos clinicos
da doenga. Os objetivos secunddrios incluiram a avaliacio da presenga dos principais
polimorfismos genéticos descritos na literatura apesar do fendtipo dos pacientes, assim como
tentar estabelecer a sua correlacdo com a gravidade da DPOC e com a carga tabagica. Comparar
ainda a presenca de polimorfismos genéticos entre os grupos DPOC e tabagistas sem obstrug¢do ao
fluxo aéreo. Estudo descritivo, observacional que analisou as varidveis supracitadas em pacientes
com DPOC com os trés diferentes fenotipos, € comparou com um grupo controle de individuos
higidos e outro de tabagistas sem obstru¢do ao fluxo aéreo. O grupo controle foi composto por 42
individuos, o de tabagista por 29 individuos. O grupo DPOC composto por 94 pacientes sendo 26
enfisema-hiperinsufladores, 14 misto asma/DPOC , 21 exacerbadores e 33 pacientes que ndo se
encaixaram de forma pura em nenhum dos fenotipos e/ou ndo completaram todos os exames
solicitados. Os pacientes, apos assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foram
submetidos ao questiondrio clinico, espirometria e exames séricos com avaliacdo de hemograma e
pesquisa de polimorfismos genéticos através de técnica de PCR em tempo real e, posteriormente,
técnica de sequenciamento genético. O grupo de pacientes com DPOC foi submetido a medida
dos volumes pulmonares e da difusdo com CO. Apds andlise dos dados relacionados ao objetivo
principal do estudo identificou-se diferenga estatisticamente significativa entre os fendtipos da
DPOC quando se avaliou o polimorfismo rs 13118928. A presenca do alelo A possivelmente
relaciona-se com tendéncia a desenvolver fendtipo enfisema/hiperinsuflador e a presenca do alelo
G possivelmente ndo estd relacionado a este fenodtipo. Quando analisado objetivos secundarios
observamos diferenga estatisticamente significativa nos dois polimorfismos do gene CHRNA3/5
quanto a predisposicdo a adi¢do ao cigarro € no polimorfismo rs2234922 do gene EPHX1. Na
analise de variaveis unicas considerando apenas pacientes DPOC observamos diferenca
estatisticamente significativa na CPT% em dois polimorfismos do gene HHIP. Na andlise do
numero absoluto de eosindfilos séricos observamos diferenca estatisticamente significativa no
polimorfismo 1rs1829541 do gene HHIP. Este trabalho sinaliza a necessidade de mais estudos
sobre o tema fato que serd de extrema importancia para um melhor entendimento e manejo da
DPOC.

Palavras-chave: DPOC. Polimorfismo. Fenotipo.



ABSTRACT

BARTHOLO, Thiago Prudente. Genetic evaluation of the different phenotypes of Chronic
Obstructive Pulmonary Disease 2019. 79 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Médicas) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2019.

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is characterized by heterogeneous
presentation and recently, patients have been divided into different phenotypes : Exacerbator,
Mixed COPD-asthma and Emphysema hyperinflation. Several genes have been evaluated for
possible relationship with COPD; however, polymorphisms associated with five of these genes
have shown more significant results: EPHX1, GSTP, CHRNA3 / 5, HHIP and FAM 13A. The
study evaluated the presence of genetic polymorphisms in the three different phenotypes
described above. Recently, some genetic polymorphisms have been implicated as probable
genetic factors that would increase the susceptibility to the development of COPD but without
association with different phenotypes. The main objective of the study was to correlate genetic
polymorphisms associated with COPD with the different clinical phenotypes of the disease.
Secondary objectives included assessing the presence of the major genetic polymorphisms
described in the literature despite the patients phenotype, as well as trying to establish their
correlation with COPD severity and smoking habit and to compare the presence of genetic
polymorphisms between COPD group and smokers without airflow obstruction. Observational
study that analysed the above variables in COPD patients with the three different phenotypes, and
compared it with a control group of healthy individuals and another of smokers without airflow
obstruction. The control group consisted of 42 individuals, the smoker by 29 individuals. The
COPD group consisted of 94 patients, 26 of which were emphysema hyperinsuflation, 14 mixed
asthma / COPD, 21 exacerbators and 33 patients who did not fit all the phenotypes and / or did not
complete all the exams. After signing the informed consent, the patients were submitted to clinical
questionnaire, spirometry and serum exams with blood count cells evaluation and genetic
polymorphisms by real-time PCR and, subsequently, genetic sequencing technique. The COPD
group patients underwent pulmonary volume and CO diffusion measurements. After analysing the
data related to the main objective of the study, a statistically significant difference between COPD
phenotypes was identified when the rs 13118928 polymorphism. The presence of allele A is
possibly related to the tendency to develop emphysema / hyperinflation phenotype and the
presence of G allele is possibly unrelated to this phenotype. When analyzing secondary
objectives, we observed a statistically significant difference in both polymorphisms of the
CHRNA3 / 5 gene regarding predisposition to cigarette addiction and in the rs2234922
polymorphism of the EPHX1 gene regarding the possibility of predisposing to COPD. In the
analysis of single variables considering only COPD patients, we observe a statistically significant
in TPC% in two different polymorphisms of HHIP gene. In the analysis of the absolute number of
serum eosinophils we observed a statistically significant difference in the rs1829541
polymorphism of the HHIP gene. This paper points to the need for further studies on the topic,
which will be important for a better understanding and management of COPD.

Keywords: COPD. Polymorphism. Phenotype.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. A Doenc¢a Pulmonar Obstrutiva Cronica

A doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) ¢ definida pelo documento GOLD como
prevenivel e tratavel, além de ser caracterizada por limitagao persistente ao fluxo aéreo, sendo
geralmente progressiva e associada a um aumento da resposta inflamatdria cronica da via
aérea e dos pulmdes e relacionada a exposi¢io a gases toxicos e particulas nocivas. ! A DPOC
¢ diagnosticada por espirometria através da redugdo da relacdo do volume expiratério forcado
no primeiro segundo / capacidade vital forcada (VEF,/CVF), abaixo de 0,7 apds o uso de
medicamento broncodilatador.! A prevaléncia da DPOC no mundo, em adultos com mais de
40 anos, é em torno de 9-10%, sendo importante causa de morbi-mortalidade.>>*° . Além
disso, espera-se que se torne a quarta principal causa de morte no ano de 2030.°

A patogénese da doenca inclui mecanismos imunologicos, hipotese proteinase -
antiproteinase, balanco oxidagdo e anti-oxidagdo, inflamagdo sistémica, apoptose e reparo
inefetivo de dano pulmonar ao nivel celular.?

Diversos fatores de risco tém sido implicados no seu desenvolvimento, sendo o
principal deles, o tabagismo, contribuindo com mais de 90% dos casos .” O habito de fumar
leva ao dano tecidual por infiltracdo de neutrofilos, macréfagos e linfocitos no tecido
pulmonar. Ainda destacam-se como fatores de risco a queima de biomassa, principalmente
relacionada a inalacdo de fumacga oriunda de fogo a lenha em nosso meio, € ao vapor de
cigarros eletrdnicos.® Acredita-se que a queima de biomassa apresenta um comportamento
diferente daquele visto com o cigarro, ja que, neste caso, o enfisema (destruicdo do espago
alveolar) é menor e observa-se menor grau de inflamagdo sistémica.®
Entretanto, em tabagistas que desenvolvem DPOC observa-se que apenas uma minoria, em
torno de 15% dos fumantes, segue esta relacdo temporal. Este fato, em conjunto com a
observacdo de familias com maior susceptibilidade 8 DPOC, indica que provavelmente exista
um componente genético importante implicado na génese desta doenca. Estudo conduzido por
Hersh et al’ demonstrou que a histdria familiar é fator de risco para DPOC independente de
tabagismo.” A deficiéncia de alfa 1 antitripsina associada aos polimorfismos do gene da
SERPINA1 foi a primeira alteragdo genética implicada na patogénese da DPOC.? Entretanto,

diversos outros genes tém sido recentemente estudados. Dentre eles, destacam-se genes de
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TNF alfa, da hidrolase epdxido microssomal, da Gluationa S-transferase, associados as
interleucinas (IL)-6, IL-13 e IL-10, da Superoxido Dismutase 3, do receptor nicotinico
colinérgico da acetilcolina (CHRNA 3/5), da proteina HHIP e do locus FAM13A , entre
outros.”!? Hobbs et al'! recentemente descreveram 22 genes relacionados 8 DPOC, sendo que
13 foram relatados pela primeira vez.!! No entanto, genes ja descritos por outros autores
também foram ratificados como possiveis influenciadores da patogénese da DPOC; entre eles
estio FAM13A, CHRNA3/5 e HHIP.!!

A despeito da presenca do mesmo fator de risco, em geral o tabagismo, e da mesma
alteracdo espirométrica (VEF,/CVF pos broncodilatador < 0,7), a DPOC ¢ uma doenga
altamente heterogénea em sua apresentacdo clinica assim como na forma como a doenga
progride apods o diagndstico. A partir da observacdo deste fato foi proposta a diferenciacao da
DPOC em subtipos clinicos denominados fen6tipos. Define-se fendtipo como um achado
simples ou uma combinacdo de caracteristicas comuns presente em alguns pacientes. Os
fenotipos podem estar relacionados a fatores progndsticos importantes como presenga de
sintomas, maior ou menor risco de exacerbacdo, resposta a terapia, taxa de progressdo de
doenga e mortalidade.'>!® Na tentativa de dividir os pacientes DPOC em fendtipos Miravittles

114

et al'* descreveram trés principais fenotipos sendo eles o misto, que associa DPOC com asma,

exacerbador e enfisema com hiperinsuflagdo.'* A defini¢io de pacientes com fenoétipo misto

DPOC-asma foi revista dois anos mais tarde pelo mesmo autor. '

1.2. Fenétipos da DPOC

1.2.1 Misto DPOC- Asma

A coexisténcia de mais de uma doenca obstrutiva ao fluxo aéreo define a presenca de
sindrome mista também conhecida como overlap Asma-DPOC.! Com isso, é possivel que um
percentual de pacientes com DPOC apresente caracteristicas comum aqueles com asma. A
defini¢dao deste fenotipo, conhecido pela sigla em lingua inglesa ACO (Asthma and COPD
Overlap), ¢ bastante variavel entre os diversos artigos que tratam do tema. Enquanto alguns
sdo mais conservadores e utilizam critérios que consideram diversas varidveis como historia

de tabagismo e de asma e / ou atopia, reversibilidade p6s teste broncodilatador, eosinofilia no



14

161718 outros utilizam histoéria de

escarro, imunoglobulina (Ig)E elevada e sinais alergénicos,
tabagismo e de asma associada a VEF;/CVF <0,7."° O uso da reversibilidade pos-teste
broncodilatador como definidor deste fenotipo muitas vezes ¢ questionado, dado que muitos
pacientes com DPOC apresentam prova broncodilatadora positiva.'’

Tabagistas com asma parecem responder menos a corticoterapia quando comparados
aos asmaticos em geral e apresentam maior probabilidade de inflamacdo neutrofilica.!
Entretanto, rinite alérgica, sinais de hiper-responsividade bronquica e sibilos sdo mais
frequentes neste grupo, quando comparados ao restante dos pacientes com DPOC, além de ser
comum a ocorréncia de IgE sérica elevada.! A prevaléncia deste fenétipo é estimada em 20%
dos pacientes com DPOC, sendo mais comum em idosos, com 50% dos pacientes acima de 50
anos.?%2! Estes doentes, quando comparado ao grupo geral de DPOC, apresentam maior
capacidade de difusao ao monoxido de carbono (DLco), maior espessamento de via aérea ao
exame de imagem e pior qualidade de vida avaliada pelo questionario Saint George.?* Além
disto, ¢ comum apresentarem, melhor resposta a corticoterapia do que aqueles com DPOC
sem asma e, com isso, a identificagdo deste fenotipo € importante para tentar individualizar a

terapia adicionando de forma mais precoce corticoide inalatério.'*

. Exacerbador

Durante o curso da DPOC, frequentemente, pacientes apresentam episodios pontuais
de instabilidade clinica da propria doenga conhecidos como exacerbagdo.! Entretanto, alguns
pacientes nunca apresentam exacerbagdo, enquanto outros o fazem de forma repetida em curto
espago de tempo.! Alguns fatores individuais como hipersecrecio bronquica, presenca de
bronquiectasias, de doenga cardiovascular ou de refluxo gastroesofagico aumentam o risco de
exacerbagdo. A regra mnemonica A-G-X (do inglés) descreve os principais fatores
desencadeantes de exacerbacdo (infeccdo Aguda, infecgdo Bacteriana, Coinfecgao,
Depressdo, Embolia pulmonar, Insuficiéncia cardiaca, fatores Gerais outros).”* Nenhuma
alteragcdo genética foi implicada, até o momento, de forma consistente como fator de risco
para exacerbacdo. Define-se exacerbador como o paciente que apresenta duas ou mais
exacerbagdes por ano, sendo que elas devem ser separadas por pelo menos quatro semanas,
apds término de tratamento ou seis semanas a partir do inicio dos sintomas, caso o paciente
ndo tenha recebido tratamento.! Também s3o considerados exacerbadores pacientes que
apresentam agudizacio da doenga que obrigue a internagio hospitalar no ultimo ano.! Os

pacientes com este fenotipo apresentam ao longo dos anos pior qualidade de vida e maior
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risco de morbimortalidade. Estes pacientes se beneficiam do uso de terapia anti-inflamatoria

utilizando corticoide inalado e roflumilaste.!4+%

o Enfisema com hiperinsuflacio — Enfisema pulmonar apresenta defini¢do
anatomopatologica ao nivel dos bronquiolos terminais. A hiperinsuflagdo ¢ causada
pela perda da retracdo do parénquima pulmonar em pacientes com enfisema.! A
caracteristica clinica destes pacientes ¢ a presenca de dispneia, intolerancia ao
exercicio, sinais de hiperinsuflagdo e tendéncia a apresentar baixo indice de massa
corporal. A hiperinsuflacido pode ser detectada através de tomografia computadorizada
de torax e /ou de exame de fungdo respiratoria com medida da capacidade de difusao
ao monoxido de carbono (DLco) reduzida. A presenca deste fendtipo ¢ preditor de
mortalidade independente da gravidade da doenca.'* Estes pacientes parecem
apresentar um beneficio maior quando tratados com terapia associando dois

1426 Egte trabalho utilizou como critério de

broncodilatadores de longa duragdo.
fenotipo enfisema com hiperinsuflacdo aquele paciente com DPOC que apresente
sinais de hiperinsuflagio na medida de volumes pulmonares estaticos (VR% e

VR/CPT %) e reducio da difusdo ao CO.?’

1.3 Alteracao genética e DPOC

Entende-se como alteracdo genética qualquer alteragdo ligada ao genoma. As
principais alteragdes desta ordem estudadas na DPOC sdo os polimorfismos, definidos como
variacoes alélicas ou mutacdes pontuais no DNA, incluindo os associados a um tnico
nucleotideo. Single nucleotide polymorphism (SNP) ¢ definido como a presenca de uma
alteracdo Unica em determinado gene que pode levar a alteracdo funcional e/ou estrutural do
produto final relacionado a este gene. Os polimorfismos podem ser identificados através do
método da polimerase em cadeia de (PCR) simples, em tempo real e pelo sequenciamento
genético.?®

A técnica de PCR em tempo real combina a metodologia de PCR convencional com
um mecanismo de deteccdo e quantificacdo por fluorescéncia. A metodologia permite que os
processos de amplificacdo, detec¢dao e quantificagdo de DNA sejam realizados em uma unica

etapa, facilitando a obtencdo de resultados, diminuindo o risco de contaminac¢ao da amostra e
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dando maior precisdo. A técnica de sequenciamento permite a identificacdo de polimorfismos
em diversos /oci.

A partir da observacdo de que apenas 15% dos tabagistas desenvolvem DPOC e de
que existem grupos familiares que apresentam maior susceptibilidade 8 DPOC iniciou-se uma
busca por explicacdes ao nivel molecular e genético que pudesse explicar estes fatos.

O primeiro e unico fator genético estabelecido como causa de DPOC ¢ a deficiéncia
grave de alfa-1 antitripsina que responde por 1-2% dos casos. A deficiéncia desta enzima leva
ao desequilibrio entre proteinase antiproteinase, causando a destruicdo do parénquima
pulmonar. Esta enzima, que ¢ produzida pelo figado, tem como sua forma funcionante o alelo
M derivado do gene SERPINA1.%® Sio descritos mais de 125 SNPs da SERPINAIL. Os
principais polimorfismos que levam a doenga sdo S (troca do glutamato pela valina na posi¢ao
264) e Z (troca do glutamato pela lisina na posi¢ao 342). A presenca destes polimorfismos em
homozigose ou heterozigose (MS, MZ, SZ, SS e ZZ) define a gravidade da deficiéncia
enzimatica. > 10-28.29

Além do gene da alfa-1 antitripsina, mais 191 genes foram avaliados em uma meta-
analise quanto a associacdo com desenvolvimento de DPOC.*® Dentre eles, destacam-se sete
genes mais estudados, contando com mais de dez publicagcdes encontrando associagdo com
DPOC. Os genes sio SERPINA1, ADRB2, TGFB1, TNF, GSTMI, GSTM2 e EPHX1.73°
Recentemente, trés polimorfismos foram implicados como fator de risco para DPOC, sendo
eles o CHRNA 3/5 (receptor alfa nicotinico da acetilcolina), a HHIP (proteina de interagdo
Hedgehog) e 0o FAM13A 313

A seguir, faremos uma revisdo sobre os principais polimorfismos supostamente
associados a patogénese da DPOC, baseado no ntimero de publicacdes encontradas sobre

alteracdes genéticas nessa populagdo.

1.3.1 Hidrolase epdéxido microssomal (EPHX-1)

Esta enzima tem papel importante no metabolismo de intermediarios epdxidos
formados pela exposicdo ao cigarro, participando, com isso, do metabolismo de primeira
passagem do tabaco. A EPHX-1 ¢ expressa em diversas células epiteliais incluindo células

epiteliais bronquicas e esta localizada no braco longo do cromossoma 1. A expressdo ao nivel
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J4

pulmonar ¢ alta, porém com grau de expressdo reduzido em individuos com DPOC.** A
correlagao entre EPHX-1 e DPOC ainda é muito controversa na literatura.

A partir da diferenga entre polimorfismos, a enzima ¢ classificada em trés diferentes
niveis, de acordo com o grau de atividade: lento, normal ou rapido Na posi¢ao 113 do exon 3
(T113C) a mudanga de tirosina por histidina define uma redugdo em 50% na atividade desta
enzima. Por outro lado, a troca de adenina por guanina na posi¢ao 139 do exon 4 (A139G)
aumenta em 25% a atividade da enzima. Alguns estudos t€ém demonstrado que a atividade
rapida tem efeito protetor para DPOC, em contrapartida, a atividade lenta estaria relacionada
ao desenvolvimento de DPOC em caucasianos.’®*3* Diferentemente do que se demonstrou
no estudo em caucasianos esta enzima parece nio apresentar esta relacio em asiaticos.’
Ainda sob esta perspectiva, uma meta-analise que avaliou 19 estudos em pessoas saudaveis e
em pacientes com DPOC mostrou limitada relacdo entre estes polimorfismos e o risco de
desenvolver DPOC.?! Estudo recente conduzido no Cazaquistio encontrou correlacio entre

aumento de susceptibilidade a DPOC e a presen¢a do polimorfismo Y113H.3

1.3.2 Glutationa S transferase (GST)

A GST ¢ uma superfamilia envolvida na conjugacdo de substancias eletrofilicas como
a glutationa. Com isso, estas enzimas participam da detoxificagdo de xenobioticos endogenos
e ambientais como o cigarro. A atividade destas enzimas podem ser citosolicas e em
membranas. Sao dezesseis subtipos citosdlicos e seis que atuam na membrana. As citosolicas
sao divididas em oito classes e todas elas sdo altamente polimorficas. Dentre elas, destacam-
se a GSTP, GSTM e GSTT. A GSTP apresenta quatro diferentes alelos localizados no
cromossoma 11q13.%

A GSTPI, cuja atividade ¢ alterada a partir da substitui¢do na posi¢do 105, € expressa
de forma abundante no alvéolo, macrofagos alveolares e bronquiolos respiratorios. A presenca
da substitui¢@o na posi¢do 105 com gendtipo Ile1051le € prevalente em pacientes com DPOC
de etnia japonesa. A GSTM apresenta cinco genes localizados no cromossoma 1p13.3. A
forma de alelo deletado (GSTM1), parece ocorrer com maior frequéncia em pacientes com
enfisema e neoplasia pulmonar. A GST ¢ representada por dois genes localizados no
cromossoma 22qll. A GSTT ndo demonstrou estar relacionada a DPOC em estudo com

caucasianos e em outro estudo coreano.?*>* No entanto, outros autores verificaram a relacdo
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entre o polimorfismo GSTT1 null acoplado 8 GSTM1 null com a DPOC.?® Em uma anélise
de interagdo génica, o polimorfismo de da GSTP-1 associado a polimorfismos da SERPINA-

2, EPHX-1 e FOS apresentou relagdo com a reducdo de VEF1.%’

1.3.3 CHRNA 3/5

Receptor de acetilcolina alfa-nicotinico localizado no cromossoma 15q25 apresenta
polimorfismos que parecem estar relacionados com perda de fun¢do pulmonar e de
desenvolvimento de DPOC. Alguns polimorfismos desse receptor ja sdo classicamente
associados ao risco de neoplasia pulmonar.” A adicdo ao tabaco pode estar parcialmente
relacionada a polimorfismos neste gene dado que fumantes que tem alta exposicao ao tabaco
parecem apresentar polimorfismo no sitio rs1051730.%® No estudo ECLIPSE verificou-se que
polimorfismos desse receptor eram significativamente associados a queda do VEF, e da
relagio VEF,/CVF.” %2 Alteracdes desse receptor também parecem ter relagdo com o grau de
adicdo ao tabaco, porém essa associacdo ¢ controversa. Dentre os polimorfismos
possivelmente relacionados com a DPOC destacam-se os sitios rs8034191 e rs1051730.3%3° O
SNP 158034191 apresenta 12,2% de risco atribuivel para desenvolvimento de DPOC.** A
combinagdo de polimorfismos CHRNA 3/5 com polimorfismos do CHRNA B4 parece estar
relacionado a doengas tabaco relacionadas como DPOC, neoplasia pulmonar, doenga arterial
periférica e neoplasia de bexiga.*! No entanto, estudo recente demonstrou que o SNP

1578863472 do gene CHRNA 3/5 ndo se apresenta como fator de risco para DPOC.*

1.3.4 FAM 13 A

Familia de genes FAM13A (Family with sequence similarity 13, member A), presente
no cromossoma 4q22.1, participam de forma importante do processo de transdugdo de sinal.
Pouco ¢ sabido sobre esta familia, entretanto, os estudos sugerem a presenca de consistente
aumento da sua expressdo génica em resposta a hipoxemia.?® Estudo recente demonstrou que
camundongos que ndo expressam FAM13A apresentam menor susceptibilidade a desenvolver

enfisema pos exposicdo ao tabagismo e que a perda da FAMI13A resulta em aumento de
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proliferagdo celular e ativacdo da via de sinalizagdo da Beta-catenina, que ¢ recrutada durante
a injuria tecidual e regeneragio tecidual pulmonar.** O estudo sugere que a FAM13A regula a
degrada¢dio da Beta-catenina, fato que contribuiria para desenvolvimento da DPOC.** Uma
segunda via parece estar envolvida na correlagao entre DPOC e FAMI13A. Esta familia de
genes parece regular a via mitocondrial responséavel pela oxidag¢do de acidos graxos na célula
alveolar tipo 2 apos stress incluindo exposi¢do ao tabagismo, levando a ativa¢do da enzima
carnitina palmitol-transferase 1A e, por fim, aumentando a liberagdo de radicais livres de
oxigénio.* Dois polimorfismos, 157671167 e rs1903003, parecem estar associados a maior
risco de desenvolvimento de DPOC ¢ de obstrucdo ao fluxo aéreo com reducdo de
VEF1/CVF, entretanto, parece ndo haver correlagdo com carga tabagica. Porém, estudos
demonstraram que esses SNP podem ter efeito protetor '314%4748 Qutros polimorfismos,
como o 1s 2609264 e rs 2609261, demonstraram associagdo significativa com DPOC, apos
ajuste de idade, sexo e carga tabagica.*’ Lee et al descreveram alguns SNP relacionados a
FAMI13A que podem se correlacionar com o fenétipo de bronquite cronica.>® Hobbs et al'!
relatam que FAM 13A parece participar de interacdo com outros genes na génese de DPOC e

fibrose pulmonar.'!

1.3.5 HHIP

A proteina de interacdo Hedgehog ¢ expressa no cromossoma 4q31 tendo acdo
inibitoria sobre a via que leva o seu nome ao se ligar & proteina sonic Hedgehog.’*?> E pega
crucial no processo de organogénese pulmonar por promover feedback negativo no processo
de proliferagdo celular. Diante da exposicdo aos agentes nocivos presentes no cigarro o
epitélio do trato respiratorio € lesado, sendo a via de sinalizacdo Hedgehog responsavel por
promover regeneragao tecidual. Entretanto, para conter esta regeneracdo, a proteina HHIP ¢
fundamental. Em um contexto onde esta proteina se encontre em down regulation ocorre
perda do controle da proliferagdo celular, gerando defeitos no processo de crescimento e
diferenciagio do tecido epitelial.”! Com isso, a redugio da expressdo da HHIP induz ativagio
desenfreada da via Hedgehog, levando a expressdao de mais de 300 genes envolvidos no
crescimento celular, formacgdo de matriz extracelular de tecido pulmonar e expressdo de genes
possivelmente envolvidos na patogénese da DPOC.>>°*** Polimorfismos da HHIP tém sido

inclusive implicados na perda da funcdo pulmonar independentemente de haver ou nao
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historia de tabagismo dado seu envolvimento na formacio do tecido pulmonar.* Dois
polimorfismos parecem estar relacionados a redu¢do da atividade promotora desta proteina:
16537296 e rs 1542725. Outros dois polimorfismos que sempre seguem presentes em
conjunto, s 1828591 e rs13118928, parecem facilitar a expressao de uma proteina alterada e
ndo funcional, aumentando o risco de desenvolvimento de DPOC.%?** O SNP rs 11938704
correlaciona-se de forma significativa a queda do VEF; na populagdo de pacientes com
DPOC.** Um estudo recente demonstrou correlacdo entre o SNP 157654947 com

desenvolvimento de DPOC e redugio da fun¢do pulmonar.>
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo especifico

Correlacionar polimorfismos genéticos implicados a DPOC com diferentes fendtipos

clinicos da doenga.

2.2.  Objetivos secundarios

I.  Avaliar a presenga de polimorfismo nos genes EPHX-1, GST, CHRNA 3/5, FAM13A
e HHIP em pacientes com DPOC deste estudo, independentemente do fendtipo.
II. Relacionar os polimorfismos nos genes EPHX-1, GST, CHRNA 3/5, FAMI3A e
HHIP com os feno6tipos DPOC/asma, exacerbador, hiperinsuflado.
III.  Correlacionar polimorfismo genético com a gravidade da DPOC determinada pelo
volume expiratdrio final no primeiro segundo (VEF1%).
IV. Comparar a presenga de polimorfismos genéticos entre os grupos DPOC, tabagistas
sem obstrugao ao fluxo aéreo e controles higidos.
V. Determinar a presenga de polimorfismos e sua correlagdo com a carga tabagica nos

grupos tabagistas e DPOC.
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3. METODOS

3.1. Casuistica

3.1.1. Desenho do estudo

Estudo descritivo, observacional, comparativo dos grupos de individuos higidos,
tabagistas e com DPOC para as variaveis supracitadas. Os pacientes elegiveis para o trabalho
foram divididos em trés diferentes grupos: o primeiro, corresponde ao grupo controle,
incluindo ndo-fumantes sem evidéncia de doenca pulmonar e espirometria normal. O segundo
grupo foi composto por fumantes que ndo apresentam evidéncia de obstruc¢do ao fluxo aéreo a
espirometria. O terceiro grupo corresponde a pacientes com DPOC (historia de tabagismo
com obstrucao ao fluxo aéreo visto pela espirometria).

Os pacientes com DPOC foram subdivididos de acordo com critérios clinicos e de
prova funcional respiratoria que definem os trés diferentes fendtipos considerados neste

estudo. Os critérios para diferenciagcdo dos fendtipos se encontram na Tabela 1.

Tabela 1 — Critérios para caracterizagdo dos fenotipos estudados.

Fenotipo Historia n de exacerbacdes Prova DLco%  CPT % VR %
de atopia nos ultimos 12 broncodilatador
meses a
Exacerbador Negativa >ouigual a2 Negativa >75% <130% <125%
Asma /DPOC Positiva <2 Positiva >75% <130% <125%
Enfisema hiperinsuflador Negativa <2 Negativa <75% >130% >125%

Legenda: DPOC: Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica; VEF: volume expiratério forgado no primeiro segundo;
CVF: capacidade vital forcada; DLco: capacidade de difusdo do monodxido de carbono; CT: carga
tabagica; Considerou-se DLco% normal acima de 75% do predito e sinais de hiperinsuflagdo pela
prova funcional respiratoria quando CPT% estava acima ou igual a 130% do predito e VR% se
encontrava acima ou igual a 125% do predito. Os pacientes selecionados que nao se enquadraram nos
fendtipos supracitados foram considerados como sendo fendtipo indefinido..Prova broncodilatadora -
CVF pré / pés > 350 mL e/ou VEF1 pré / pés > 200mL e 12% ; CPT: Capacidade Pulmonar Total ;
VR: Volume Residual

Fonte : O autor, 2019
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3.1.2. Populacao do estudo

A populaciao do estudo foi composta de pacientes advindos dos Ambulatérios de DPOC e
tabagismo do Servigo de Pneumologia e Tisiologia — UERJ. Os individuos higidos foram
selecionados entre pacientes acompanhados em outras especialidades na Policlinica Piquet

Carneiro.

3.1.3. Critérios de I