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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Adolescente; Objetivo: Determinar a influéncia dos polimorfismos dos receptores adrenérgicos beta 2
Broncoespasmo (ADRB2) no desencadeamento de broncoespasmo induzido pelo exercicio (BIE) em adolescentes.
induzido pelo Métodos: Os sujeitos foram divididos em dois grupos: BIE presente (BIE+) (n=45) e BIE ausente
exercicio; (BIE—) (n=115). O teste de broncoprovocacao com exercicio foi feito com protocolo que con-

Gene ADRB2 sistiu em caminhar/correr durante no minimo oito minutos em intensidade superior a 85% da
frequéncia cardiaca maxima, considerando como BIE presente uma queda de 10% do volume
expiratorio forcado no primeiro segundo (VEF4). A genotipagem do gene ADRB2 foi feita pelo
método Tagman por meio do aparelho Step One Plus. Para analise estatistica usaram-se os testes
t independente, U de Mann-Whitney, qui-quadrado e coeficiente de correlacao de Spearman.
Resultados: Idade, massa corporal, estatura, VEF;, CVF e relacao VEF,/CVF foram menores
no grupo BIE+ em comparacdo com o BIE— (p<0,05). Nao houve diferencas significativas na
proporcédo do alelo na posicao 27 e dos genotipos Arg16Gly e GIn27Glu entre os grupos BIE+
e BIE— (p=0,26; p=0,97 e p=0,43, respectivamente). Entretanto, verificou-se uma tendéncia a
significancia estatistica na maior proporcao do alelo Gly16 para o grupo BIE+ comparado com o
BIE— (p=0,08).

Conclusoes: A presenca de polimorfismos associados ao alelo Glu27 e os genotipos Arg16Gly
e GIn27Glu néo influenciam no BIE. Porém, a tendéncia estatistica observada para uma maior
frequéncia do alelo Gly76 nos individuos com a presenca de BIE pode ser considerado indicio
da influéncia de polimorfismos no gene ADBR2 no BIE em adolescentes.
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Influence of polymorphisms of the beta-2 adrenergic receptor on the presence
of exercise-induced bronchospasm in adolescents

Abstract

Objective: To determine the influence of polymorphisms of the beta-2 adrenergic receptor
(ADRB2) in triggering exercise-induced bronchospasm (EIB) in adolescents.

Methods: The subjects were divided into two groups: present EIB (EIB+) (n=45) and absent EIB
(EIB—) (n=115). The bronchial provocation test with exercise was performed with a protocol
that consisted of walking/running for at least eight minutes at high intensity, i.e., >85% of
maximum heart rate, considering EIB+ as a 10% decrease in forced expiratory volume in one
second (FEV1). The genotyping of the ADRB2 gene was performed by the Tagman method, using
the Step One Plus system. Independent t-test, Mann-Whitney and Chi-square tests, as well as
Spearman’s correlation coefficient were used for the statistical analysis.

Results: Age, body weight, height, FEV1, FVC and FEV1/FVC ratio were lower in the EIB+ group
when compared to EIB— (p<0.05). There were no significant differences in the proportion of
the allele at position 27 and Arg16Gly and GIln27Glu genotypes between the EIB+ and EIB—
groups (p=0.26; p=0.97 and p=0.43, respectively). However, there was a trend towards statistical
significance regarding the greater proportion of the Gly16 allele for the EIB+ when compared
to the EIB— group (p=0.08).

Conclusions: The presence of polymorphisms associated with the Glu27 allele and Arg16Gly
and GIn27Glu genotypes had no influence on EIB. However, the statistical trend towards greater
frequency of the Gly16 allele in individuals with EIB+ can be considered evidence of the influence
of polymorphisms of the ADBR2 gene on EIB in adolescents.

© 2015 Sociedade de Pediatria de Sao Paulo. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an open

access article under the CC BY license (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

O broncoespasmo induzido pelo exercicio (BIE) é definido
como estreitamento transitorio das vias aéreas que acon-
tece logo apos exercicios intensos em até 90% dos individuos
asmaticos' e em quase 20% das pessoas sem historico de
doencas respiratorias.” A presenca de excesso de peso pode
contribuir para aumento da gravidade do BIE em asmatico.?
0 acumulo excessivo de tecido adiposo na regidao central
pode alterar a mecanica pulmonar e a resposta inflamato-
ria das vias aéreas, levar ao aumento da contratilidade e da
responsividade da musculatura lisa dos bronquios* e limitar
assim a pratica de exercicios fisicos® como terapéutica na
asma® e na obesidade.”

Algumas alteragdes genéticas, como os polimorfismos nos
receptores adrenérgicos beta 2 (ADRB2), tém sido associadas
a presenca de asma® e de obesidade.’ O gene do ADRB2 esta
localizado no cromossomo 531 e pode ser encontrado em
diversas regides do corpo, inclusive na musculatura lisa.'® Os
ADRB2 atuam mediados pela acao da adrenalina e da nora-
drenalina e promovem o relaxamento do musculo liso, até
na regido pulmonar," além de desempenhar papel impor-
tante na broncodilatacao durante o exercicio em individuos
saudaveis.'? Os polimorfismos Arg16Gly e Gln27Glu do gene
do ADRB2 vém sendo relacionados a sintomas da asma,’
incluindo a reducao da funcao pulmonar e da resposta bron-
codilatadora a medicacdo, pois tém influéncia negativa no
efeito da medicacdo broncodilatadora,’® recurso terapéu-
tico que faz parte da prevencao do BIE pré-exercicio.'

Recentemente, nosso grupo de pesquisas verificou
maior presenca de polimorfismo Arg16Gly em criancas e

adolescentes asmaticos em comparacao com os controles.
Além disso, verificou-se tendéncia a maior frequéncia do
polimorfismo Gly16 em asmaticos com excesso de peso.'
Contudo, a influéncia da presenca de polimorfismo no
receptor ADRB2 na presenca de BIE em criancas e ado-
lescentes ainda nao foi investigada. Nossa hipotese é que
a maior frequéncia de polimorfismo no receptor ADRB2
poderia estar relacionada a maior presenca de BIE nessa
populacdo. Portanto, o proposito do presente estudo foi
determinar a influéncia dos polimorfismos no gene ADRB2
no desencadeamento de BIE em adolescentes.

Método

Estudo transversal com 160 adolescentes de ambos os sexos,
de etnia branca, entre 9-17 anos, selecionados por conve-
niéncia e provenientes de escolas pUblicas de Curitiba (PR).
A amostra foi dividida em dois grupos, BIE presente (BIE+)
(n=45) e BIE ausente (BIE—) (n=115). Constatou-se presenca
de BIE quando houve queda maior ou igual a 10% do VEF,
em relacao ao valor basal no teste de broncoprovocacao por
exercicio. Todos os participantes e responsaveis assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido, conforme pro-
jeto de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana (protocolo n° 2460.067/2011-03). O cal-
culo amostral foi feito com nivel de confianca de 95% e
a formula descrita por Santos.’® O tamanho da amostra
calculado foi de 246 escolares. Entretanto, o nUmero de par-
ticipantes foi de 160 adolescentes, 65% da amostra prevista,
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em funcao da complexidade dos exames e da necessidade de
coleta sanguinea.

Mensurou-se a massa corporal (kg) em balanca digital
(Toledo®), com resolucdo de 0,1kg, e a estatura (cm) em
estadiometro (Sanny®) com resolucdo de 0,1cm. O indice
de Massa Corporal (IMC) foi calculado pela formula IMC
(kg/m?)=Massa corporal (kg)/Estatura’ (m). Essa variavel foi
convertida para IMC-escore Z, por meio do software WHO
Anthroplus v.1.0.4 desenvolvido pela Organizacdo Mundial
da Salde (OMS), classificado de acordo com os pontos de
corte propostos pela OMS em 2006."

A circunferéncia abdominal (CA) foi mensurada em
centimetros (cm) com fita antropométrica inextensivel
(Cardiomed®), medida no ponto médio entre o Gltimo arco
costal e a crista iliaca, com o individuo de pé, abdome
relaxado e bracos ao longo do corpo. Para classificacao,
usaram-se os valores propostos por Fernandéz et al., em
2004.8

Para o diagnostico da asma, conforme o Il Consenso
Brasileiro do Manejo da Asma (SBPT, 2002)," usaram-se a
avaliacao médica e o questionario do International Study of
Asthma and Allergies in Childhood (Isaac) e confirmou-se a
doenca por meio da questdo de nimero 6.

A funcao pulmonar foi avaliada por espirometria no pré-
-exercicio e pos-exercicio (5, 10 e 15 minutos). Fizeram-se
trés manobras, com o avaliado em posicao sentada e com
clipe nasal. Foram selecionadas as curvas que apresentaram
os maiores valores para as variaveis de volume expirato-
rio forcado no primeiro segundo (VEF;) e capacidade vital
forcada (CVF) em litros (L). Os valores preditos e o coefici-
ente expiratério forcado (VEF,/CVF) foram mostrados pelo
software do espirometro (marca One Flow®), que usa como
referéncia os valores propostos por Knudson et al.?

0 teste de broncoprovocacao com exercicio foi feito em
ambiente controlado (temperatura entre 20-25°C e umi-
dade relativa de 50%), no periodo da tarde, em esteira
ergométrica (modelo Master Super ATL-Inbramed), com um
protocolo que consistiu em caminhar/correr durante oito
minutos, em intensidade superior a 85% da frequéncia car-
diaca maxima (FC,,s), de acordo com o guia da American
Thoracic Society.'# A FC,,4 foi calculada por meio da formula
proposta por Tanaka et al.?' e monitorada, durante o teste,
por frequencimetro (Polar®). Os avaliados foram orientados
a nao ingerir bebidas a base de cafeina, duas horas antes
da avaliacao, suspender o uso de broncodilatadores de acao
curta e longa, 48 horas e cinco dias antes das avaliacdes, res-
pectivamente. O exercicio nao foi feito quando houve relato
de crise de asma ou infecgao viral nas vias aéreas nas Ultimas
quatro semanas antes do teste. A intensidade da queda foi
calculada pela queda maxima do VEF; (QMVEF;) por meio da
equacao: QMVEF=[(VEF; pré-exercicio-VEF,; pods-exercicio
mais baixo)/VEF; pré-exercicio]x100.'

A extracao do DNA ocorreu por meio de amostra san-
guinea, com a genotipagem dos polimorfismos Arg16Gly e
GIn27Glu do gene ADRB2 pelo método Tagman, por meio do
kit TagMan SNP genotyping assays da Applied Biosystems e
do software Eppendorf realplex v.1.5, com o uso do aparelho
de Step One Plus. A seguir, foi feito um grafico de dispersao
(XY) para a separacao FAM-VIC e consequente determinacao
do genotipo de cada adolescente para cada polimorfismo.
Classificaram-se como usuais os individuos homozigéticos
para o aminoacido arginina no cédon 16 (ArgArg) e glutamina

no cddon 27 (GInGln) e como portadores os individuos homo-
zigoticos, na posicdo 16, para o aminoacido glicina (GlyGly)
e, na posicdo 27, para acido glutamico (GluGlu), bem como
os heterozigdticos.

A analise estatistica foi feita no software SPSS versao
19. A normalidade foi verificada pelo teste de Kolmogorov-
-Smirnov. Para comparacao dos grupos, aplicou-se o teste
t de Student nas variaveis paramétricas e o teste U de
Mann-Whitney nas ndo paramétricas. O teste qui-quadrado
foi usado para analisar as proporcdes entre os grupos. A
correlacdo entre as variaveis foi avaliada pelo coeficiente
de correlacao de Spearman e classificadas de acordo com
Dancey e Reidy.”? O nivel de significincia adotado foi de
p<0,050.

Resultados

As caracteristicas basais dos grupos sao mostradas na
tabela 1. Foram encontradas diferencas nas variaveis idade,
massa corporal, estatura, VEF; (tanto em litros quanto
no percentual do predito) e CVF em litros e na relacao
VEF;/CVF, menores no grupo BIE+.

Com relacao aos polimorfismos do gene do ADRB2, nao
foram encontradas diferencas significativas para o alelo 27
e para os genoétipos do polimorfismo Arg16Gly e GIn27Glu
entre os grupos BIE+ e BIE— (p=0,26; p=0,97 e p=0,43,
respectivamente). Porém, foi encontrada uma tendéncia a
significancia estatistica para maior proporcao de polimor-
fismo do alelo 16 entre o grupo BIE+ comparado com o BIE—
(p=0,08) (tabela 2).

O percentual de queda maxima do VEF; apresentou
correlacao moderada com a presenca de asma (rho=0,47;
p<0,01). Entretanto, para as variaveis IMC escore-z
(rho=0,01), CA (rho=0,20), polimorfismo Arg16Gly (—0,01)
e GIln27Glu (rho=—0,07) nao foram encontradas correlacoes
significativas.

Discussao

O objetivo do presente estudo foi determinar a influén-
cia dos polimorfismos no gene ADRB2 no desencadeamento
de BIE em adolescentes. Nao foram encontradas diferencas
significativas nas frequéncias para o alelo 27 e para os geno-
tipos do alelo Arg16Gly e GIn27Glu no grupo BIE+ comparado
com o BIE—, o que refuta, em parte, nossa hipotese inicial.
Porém, verificou-se uma tendéncia a significancia estatistica
para uma maior frequéncia do alelo 16 no grupo BIE+ com-
parado com o BIE—. Esse achado pode ser considerado um
indicio da relacdo entre polimorfismos no gene ADRB2 e a
presenca de BIE.

Os individuos com diagndstico de BIE+ apresentaram
funcao pulmonar reduzida em relacao aos BIE—, com
excecao da CVF (% do predito), que nao diferiu entre os dois
grupos.?* Por outro lado, estudos anteriores nao identifica-
ram tais diferencas ao avaliar adolescentes obesos,?* obesos
asmaticos® e com rinite.?® Essas divergéncias podem ser jus-
tificadas pelas diferencas na idade e na estatura inicial dos
grupos na presente pesquisa.

O percentual de queda maxima VEF1 apresentou
correlagdo moderada com historico de asma, o que difere do
resultado encontrado por Cichalewski et al.?® As diferencas
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Tabela 1 Caracteristicas antropométricas e espirométricas basais dos grupos broncoespasmo induzido pelo exercicio (BIE)

presente (+) e ausente (—)

Variaveis BIE+ BIE— touU p-valor
(n=45) (n=115)
Idade (anos)? 13,6+1,6 14,5+1,5" 4,05 0,00
Massa corporal (kg) 65,0+15,2 74,5+18,3" —3,09 0,00
Estatura (cm) 160,4+9,4 165,5+8,9" -3,18 0,00
IMC (kg/m2) 25,345,5 27,045,3 ~1,88 0,06
IMC escore-z 1,6+1,3 1,9+1,2 -1,30 0,19
CA (cm) 84,64+13,6 84,9+13,9 1,57 0,12
VEF; (L) 2,9+0,5 3,4+0,6" —4,28 0,00
VEF; (% predito) 95,4+10,8 102,0+18,8" -2,21 0,02
CVF (L) 3,4+0,7 3,9+0,8" -3,57 0,00
CVF (% predito) 102,3+12,2 106,0+13,4 —1,61 0,10
VEF{/CVF (%)? 86,7+10,3 88,5+7,0 2,01 0,04

IMC, indice de massa corporal; CA, circunferéncia abdominal; VEF{, volume expiratorio forcado no 1° segundo; CVF, capacidade vital

forcada; VEF{/CVF, razdo entre VEF; e CVF.
Valores expressos em média 4 desvio padrao.
"p<0,05; “p<0,01.
a Variaveis que nao apresentaram distribuicao normal.

Tabela 2 Frequéncia dos alelos e genotipos do gene ADRB2 entre os grupos broncoespasmo induzido pelo exercicio (BIE)

presente (+) e ausente (—)

BIE+ BIE— X2 p-valor
Alelos
Arg 30 (37,5%) 103 (48,6%) 2,87 0,08
Gly 50 (62,5%) 109 (51,4%)
Total 80 (100%) 212 (100%)
Gln 47 (69,1%) 140 (69,3%) 0,001 0,97
Glu 21 (30,9%) 62 (30,7%)
Total 68 (100%) 202 (100%)
Genotipos
ArgArg 7 (17,5%) 28 (26,4%) 2,64 0,26
ArgGly 16 (40,0%) 47 (44,4%)
GlyGly 17 (42,5%) 31 (29,2%)
Total 40 (100%) 106 (100%)
GInGln 19 (55,9%) 51 (50,5%) 1,68 0,43
GInGlu 9 (26,5%) 38 (37,6%)
GluGlu 6 (17,6%) 12 (11,9%)
Total 34 (100%) 101 (100%)

Arg, arginina; Gly, glicina; Gln, glutamina; Glu, acido glutamico; valores expressos em frequéncia absoluta e relativa.

metodoldgicas quanto ao diagnostico do BIE podem expli-
car essa discrepancia, visto que na presente pesquisa foi
feito teste de broncoprovocacao em esteira e, no estudo
de Cichalewski et al.,”® foi feito 45 minutos apds uma
aula de educacéo fisica. Por outro lado, ambas as pesquisas
nao identificaram relacao do BIE com IMC.

Nao foram encontrados estudos anteriores que avalias-
sem a frequéncia dos polimorfismos ADRB2 em individuos
com e sem BIE. Nesta pesquisa, a frequéncia do alelo Gly16
foi de 62,5% e 30,7% para o alelo Glu27. A proporcao do pri-
meiro foi mais elevada do que em estudo feito em asmaticos
que encontrou 46,6%.% Entretanto, é semelhante aos acha-
dos para a populacao em geral (61%).?” A frequéncia do alelo
Glu27 foi semelhante entre os estudos.®?’

Estudo feito por Snyder et al.?® observou, em adultos sau-
daveis, que aqueles com o genotipo Arg16Arg e Gly16Gly

tém respostas similares a broncodilatacdao durante o exer-
cicio. Entretanto, apos o término da prova, os individuos
homozigotos para o alelo Arg716 retornam de forma mais
rapida aos valores basais ao ser comparados com os homo-
zigoticos Gly16. Os autores justificam tal achado por uma
possivel dessensibilizacao do gene ADRB2 nessa populacao.
Esses resultados diferem dos encontrados neste estudo, no
qual nao se notaram diferencas na frequéncia entre os geno-
tipos, o que pode realmente confirmar nao haver influéncia
desse gene nos individuos com BIE.

Os polimorfismos do gene ADRB2 podem estar relacio-
nados com a asma principalmente por estar associados a
maior sensibilidade nas vias aéreas.® A hiper-responsividade
bronquica é uma das caracteristicas primordiais da asma e
pode ser desencadeada por diversos fatores, dentre eles
o exercicio.”’ Estudo feito por Fukui et al.*° mostrou que
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os individuos com maior responsividade ao teste provocado
por metacolina apresentavam polimorfismo no cédon 16.
O BIE pode ser considerado como uma resposta exacerbada
das vias aéreas.! Assim, esperava-se que os polimorfismos
apresentassem influéncia na resposta broncoconstritora ao
exercicio, o que acabou nao ocorrendo.

O desenho transversal do estudo limita as relacoes de
casualidade entre as variaveis. Outra questdo a destacar
como fator limitante é o baixo numero de participan-
tes para as analises de polimorfismos genéticos, o que
leva a interpretacao cautelosa dos achados da pesquisa.
Sugerem-se estudos com maior nimero de individuos para
confirmar a associacao entre a presenca do alelo Gly16 e a
manifestacao de BIE. Ha necessidade de novas investigacdes
com o controle das limitacoes citadas e com o uso da espi-
rometria nos tempos 3; 5; 10 15 e 30 minutos apds teste de
broncoprovocacao por exercicio, para evitar possiveis erros
de diagnostico do BIE.

Conclui-se que a presenca de polimorfismos associados ao
alelo Glu27 e aos gendtipos Arg16Gly e GIn27Glu nao influen-
ciou na manifestacao de BIE. Porém, a tendéncia estatistica
observada para uma maior frequéncia do alelo Gly716 nos
individuos com a presenca de BIE pode ser considerada um
indicio da influéncia de polimorfismos no gene ADBR2 no BIE
em adolescentes.

Financiamento
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