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Resumo

Resumo

Machado JA. Ildentificacado de mutacdées no gene da filagrina em pacientes
brasileiros com dermatite atépica: papel na gravidade da doenca. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo.
Ribeirdo Preto. 2022.

Introdugao: Dermatite atépica (DA) € uma dermatose inflamatéria, de carater cronico
e recidivante, com alta prevaléncia mundial, caracterizada por eczema localizado ou
generalizado, xerose cutanea e prurido intenso. A filagrina (Filaggrin, filament
aggregating protein) (FLG) é uma proteina estrutural chave que permite a
diferenciagao terminal da epiderme e a formacgao da barreira cutanea. Estudos prévios
em varias popula¢gdes demonstraram que mutagdes com perda de fungdo no gene
que codifica FLG (cromossomo 1g21) sao o fator genético mais importante associado
com predisposicédo a DA. Objetivos: Avaliar a frequéncia de mutagdes nos genes que
codificam FLG e filagrina 2 (FLG2) em pacientes brasileiros com DA, bem como
estudar a possivel relagdo da presengca de mutagdo com a gravidade do quadro.
Pacientes e Métodos: A presenca de mutagdes R501X e R2447X em FLG, e de
mutagdes S2377X e X2392S em FLGZ2 foi investigada por PCR e sequenciamento por
meétodo de Sanger em 115 pacientes com DA. Os niveis de IgE total e IgE especifica
para alérgenos de acaros Der p 1, Der p 2 (de

Dermatophagoides pteroyssinus); Der f 1, Der f 2 (de D. farinae) e Blo t 5 (de Blomia
tropicalis) foram determinados por ImmunoCAP e ImmunoCAP-ISAC,
respectivamente. A gravidade da doencga foi avaliada pelo indice SCORAD (Scoring
Atopic Dermatitis). Resultados: Presenca de mutagdo em pelo menos um dos genes
(FLG elou FLG?2) foi encontrada em 47 (40,9%) pacientes com DA. A mutagao
R501X em FLG foi observada em quatro pacientes (3,4%), enquanto que a mutagao
R2447X n&o foi identificada em nenhum paciente. A mutagado S2377X foi identificada
em 45/115 (39,1%) pacientes e a mutagdo X2392S em um paciente (heterozigoto) que
também apresentou a mutagao S2377X. A idade dos pacientes e o tempo de doenca
foram mais elevados nos pacientes com mutagdo em FLG e/ou FLG2. De forma nao
esperada, a gravidade da doenga dada pelo SCORAD foi maior em pacientes sem as
mutacdes estudadas. Nao foram observadas diferengas significantes com relagéo a
idade de inicio dos sintomas (mediana 9,4 e 9,5 anos); IgE total; IgE para Derp 1 e
Der p 2 entre pacientes com as mutacées R501X e/ou S2377X, quando comparados
aqueles sem essas mutagdes, respectivamente. Conclusdes: Em pacientes
brasileiros com DA moderada a grave, a presenga da mutagdo R501X em FLG teve
frequéncia baixa e ndo mostrou associagao significante com parametros clinicos e
demograficos. Pacientes que apresentaram pelo menos uma mutag&o nos genes FLG
e FLGZ2 tiveram maior tempo de doencga, entretanto tiveram valores menores de
SCORAD quando comparados a pacientes sem estas mutagoes.

Palavras-chave: Dermatite atopica. Alergia. Filagrina. Barreira cutanea. Mutagéo.






Abstract

Abstract

Machado JA. Identification of mutations in the Filagrin gene in Brazilian patients
with atopic dermatitis: role in disease severity. Thesis (Doctorate) - Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo. Ribeirdo Preto. 2022.

Introduction: Atopic dermatitis (AD) is a chronic and relapsing, inflammatory
dermatitis, with high worldwide prevalence, characterized by localized or generalized
eczema, cutaneous xerosis and intense itching. Filaggrin (Filament aggregating
protein) is a key structural protein that allows the terminal differentiation of the
epidermis and the formation of the skin barrier. Previous studies in several populations
have shown that loss-of-function mutations in the filaggrin gene (chromosome 1921)
are the most important genetic factor associated with predisposition to AD. Objectives:
To evaluate the frequency of mutations in the genes that encode filaggrin (FLG) and
filaggrin 2 (FLG2) in Brazilian patients with AD, as well as to study a possible
relationship between the presence of a mutation and the severity of the condition and
association with other allergic diseases. Patients and Methods: Presence of R501X
and R2447X mutations in FLG, and S2377X and X2392S mutations in FLG2 were
investigated by PCR and Sanger sequencing in 115 AD patients. Total IgE and mite
allergen-specific IgE to mite allergens Der p 1, Der p 2 (from Dermatophagoides
pteronyssinus); Der f 1, Der f 2 (from D. farinae) and Blo t 5 (from Blomia tropicalis)
levels were determined by ImmunoCAP and ImmunoCAP-ISAC, respectively. Disease
severity was assessed by SCORAD (Scoring Atopic Dermatitis) index. Results:
Presence of a mutation in at least one of the studied genes (FLG e/ou FLG2) was
found in 47 (40.9%) patients with AD. The R501X mutation in FLG was observed in 4
patients (3.4%), while R2447X mutation was not observed in any patient. The S2377X
mutation in FLG2 was identified in 45/115 (39.1%) patients and the X2392S mutation
in one patient (heterozygous) who also presented the S2377X mutation. Age of
patients and disease duration were higher in patients with FLG and/or FLG2 mutations.
Unexpectedly, disease severity given by SCORAD values was significantly higher
among patients without mutations in the studied genes. Julianne coloque aqui a analise
para Presenca de mutagées R501X e/ou S2377X (n=47). There were no significant
differences in relation to: age at onset of symptoms (median 9.4 and 9.5 years); total
IgE; IgE to Der p 1 and Der p 2 among patients with the R501X and/or S2377X
mutations, when compared to those without these mutations, respectively.
Conclusions: In Brazilian patients with moderate to severe AD, the presence of the
R501X mutation FLG was found in low frequency and did not show significant
associations with clinical and demographic parameters. Patients who presented at
least one mutation in the genes FLG and/or FLGZ2 had a longer duration of the disease,
however had lower values of SCORAD as compared to patients without these
mutations.

Key words: Atopic dermatitis. Allergy. Filaggrin. Skin barrier. Mutation.



Lista de Figuras

Lista de Figuras




Figura 1 - (A) Histopatologia da pele mostrando hiperplasia e vesiculas

espongidticas (seta) na epiderme e infiltrado de células inflamatorias
constituido, principalmente, por linfocitos e alguns eosindfilos, na
derme em lesdo de DA ativa (HE x40); (B) Histopatologia das
camadas epidérmica e dérmica da pele normal de um sujeito nao
atopico (HE x40); (C) Expressao da filagrina nas camadas cérnea e
granulosa na lesdo de DA. (Imunohistoquimica com anticorpo anti-
Filagrina x40); (D) Expresséo de filagrina nas camadas cérnea e
granulosa em pele normal de um sujeito ndo atopico.
(Imunohistoquimica com anticorpo anti-Filagrina x40); (E) Expresséo
da filagrina nas camadas cornea e granulosa na lesdo de DA.
(Imunohistoquimica com anticorpo anti-Filagrina x63); (F) Expresséo
de filagrina nas camadas cornea e granulosa em pele normal de um
sujeito nao

atopico. (Imunohistoquimica com anticorpo anti-Filagrina x63) ............

Figura 2 = SCORAD ..ot

Figura 3 - Analise por eletroforese dos fragmentos de DNA amplificados por PCR

para a pesquisa de mutagdes nos genes FLG e FLG2 ..........cccceeeevvnneannnn. 38

Figura4 -  Analise de sequenciamento em paciente sem as mutagées R501X
e R2447X em FLG e S2392X em FLG?2, e presenga de mutagao
S2B7TX EM FLG2 ...t 40

Figura5-  Analise de sequenciamento em paciente com as mutagées R501X

em FLG € S2377X €M FLG2 ......oooooieee e 41

Figura 6 - Analise de sequenciamento em paciente com a mutacdo R501X

em FLG e auséncia da mutagdo S2377X em FLG2 ..........cccoevvveeennnnnn. 42

Figura 7 - Analise de sequenciamento em paciente com a mutagédo S2377X

em FLG2 (homozigoto), e mutagdo em S2392X .........ccoeeeiiiininnnnnnnee. 43



Lista de Tabelas

Lista de Tabelas

Tabela 1 - Primers utilizados em PCR para amplificagcdo de DNA e




sequenciamento, para investigagdo de mutagdes nos genes FLG

© FLG2 ...t 35

Tabela2 -  Condi¢cdes de PCR: reagentes € volumes .............ccccciiiiiiiiiiiiiieneenn.
Tabela 3 - Mutacdes identificadas nos genes FLG e FLG2, presentes em 47
(40,9%) pacientes com dermatite atopica ........ccccceveeeeeeeeeeiiiiiiiiis 39

Tabela 4 - Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com
dermatite atdpica estudados ...........ccoooeeiiiiiiiiiiii e, 44

Tabela 5 - Caracteristicas clinicas e imunolégicas de pacientes com

dermatite atdpica, com presencga e auséncia da mutagdo R501X

Tabela 6 - Caracteristicas clinicas e imunoldgicas de pacientes com
dermatite atdpica, com presencga e auséncia da mutagao S2377X

CIMN FLG2 ... 45



Lista de Simbolos e Abreviaturas

Lista de Simbolos e Abreviaturas




Blo t5-
CTACK-
DA-
DAB-
Der f 1-
Derp 1-

HCFMRP-USP-

IL-

ISU-

S. aureus-
SCORAD-
TARC-
TCLE-
TEWL-

TNFa-

Blomia tropicalis

Cutaneous T cell-attracting chemokine

Dermatite atopica

Diaminobenzidine tetra-hydrochloride

Alérgeno Der f 1 de Dermatophagoides farinae
Alérgeno Der p 1 de Dermatophagoides pteroyssinus

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
da Universidade de S&o Paulo

Interleucina (s)

ISAC Standardized Units

Staphylococcus aureus

Scoring Atopic Dermatitis

Thymus and activation-regulated chemokine

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Transepidermal water loss (Perda transepidérmica de agua)

Tumor necrosis fator alpha (Fator de necrose tumoral alfa)






SUMARIO

R 1 0] 0] 0T oY o T
18
1.1. Dermatite atépica: prevaléncia, manifestagdes clinicas e fisiopatologia ................... 19
1.2. Associagao da dermatite atépica com mutagdes no gene da filagrina...................... 21
1.3. Estudos prévios de expressao de filagrina em bidpsias de pele de pacientes com
dermatite atopica por imuno-hiStOQUIMICA .............uuuiuiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee e 24
1.4, JUSHFICAtIVA. ..o e e e e e aeaaens 26
D 0 ] = 1 I Y 1 29
2.1, ODJELVO GEOIAI ... 29
2.2. ODbjetiVOS ESPECITICOS ......ueeiiiiiiiiie et 29
3. PACIENTES E METODOS........cooiceemeesisesescsss s e sssssssnsssssessessssssssssssssssssnns 30
3.1. Desenho do estudo e aspectos ELICOS ........ooeiiiiiiiii i i 31
3.2. Criterios d€ INCIUSAO......ccceeiiiiiitiiiiiee et e e e e e e e e e e e e e e e nnnreaeeeeeeeeaaans 31
3.3. CriterioS ©XCIUSA0......uuiiiiiee e ettt ettt e e e e e e et e e e e e e e e s e eeaaeeeeannssseeeeeeeeaaanns 31
3.4. Métodos de avaliaGao0 ..........oooeieiiiiii e 31
3.4.1. Testes cutaneos de hipersensibilidade imediata .................oiiie i, 33
3.4.2. Determinagao de IgE total € especifica .........ccoceuvviiiiiiiiiiiie e 34
3.4.3. Deteccao de mutagdes no gene da filagrina............coooiiiiiiiiiii s 34
3.4.3.1. Obtenga0 dO DNA ..o 34
3.4.4. Sequenciamento por método de SANgEr .........ccvvviiiiiiee i 34
4. RESULTADOS ......oeiiiiicecsrsrrrsmssss s s s ssnss s s s s s s mn s s s s s e s mmnsss s e snnmnsssssssnnnnnnssnsennnnnn 37
4.1. Amplificagao do DNA para sequencCiamento...........ccooiiuiiiiiiieeeiiiiiieeeeee e 38
4.2. ldentificagdo de mutagdes nos genes FLG e FLG2 em pacientes com dermatite ..... 38
= 0 o[> 38
4.3. Associagdo de mutagdes nos genes FLG e FLG2 com caracteristicas clinicas e
imunolégicas nos pacientes participantes do estudo............. 43
CT 0] ST 0 1 ES157- Y T
46
6. CONCLUSOES ...t s s s s s s e s b s s s e s n e ae e s nsanan
51
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o essess s e sse s sssss s e ssesnsans

53






Introdugao | 19

1- Introducao

1.1 Dermatite atopica: prevaléncia, manifestagoes clinicas e fisiopatologia

A dermatite atopica (DA) € uma dermatose inflamatéria cronica comum, com
prevaléncia variavel na populagdo mundial, variando de 1% a 20%. Prevaléncias
acima de 15% foram encontradas nos centros urbanos da Africa, Austrélia e no norte
e oeste da Europa (Shaw et al., 2011). Valores menores que 5% foram registrados na
China, no Leste Europeu e na Asia Central. Nos EUA e no Reino Unido observou-se
prevaléncia de DA ao redor de 11% e 25% (Shamssain, 2007). No Brasil, o estudo
multicéntrico ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in Childhood, 2008)
demonstrou prevaléncia média de DA de 7,3% na faixa etaria de seis e sete anos de
idade e de aproximadamente 14% em adolescentes entre 13 e 14 anos (Stander,
2021).

A DA, comumente, tem inicio na infancia, em geral nos primeiros cinco anos de
vida, e é frequentemente associada a alergia alimentar, asma e rinite; podendo, muitas
vezes, preceder essas condi¢des clinicas (Mischke et al., 1996; Arehart et al., 2022).
Pode acarretar grande impacto na qualidade de vida dos pacientes e de seus
familiares (Coghi et al., 2007; Kupfer et al., 2010; Tejada et al., 2011; Amaral; March;
Sant'/Anna, 2012). As manifestacdes clinicas da doenga sao variadas e
caracterizadas, principalmente, por xerose, liquenificagdo, descamacao, escoriagoes,
exsudagao e prurido intenso. A DA é frequentemente associada a infecg¢des
bacterianas e virais (Palmer et al., 2006; Ewald et al., 2017). A forma no lactente, entre
dois meses e dois anos de vida, inicia-se precocemente e as lesdes cutaneas ocorrem
predominantemente na face, no pescoco e couro cabeludo, enquanto a forma infantil,
entre dois e 12 anos, tem predilecao para dobras flexurais (antecubital e poplitea) e
extremidades (Staab et al., 2006; Thyssen et al., 2013; Vardar Acar et al., 2020). Sua
etiologia € multifatorial, incluindo fatores genéticos e ambientais que atuam em
conjunto na determinacdo da dermatite. Anormalidades na barreira cutanea, levando
a alteragdes de sua fungao, associadas a desequilibrio imunolégico desencadeado
pelo padrédo de resposta Th2, caracterizado por aumento de interleucinas IL-4, IL-5 e
IL-13, estimulacdo de linfécitos B e produgcdo de IgE, sdo considerados fatores
importantes no desenvolvimento e na gravidade da doenga (Kim; Leung, 2012;
Moreno et al., 2016). Um paradigma classico Th1/Th2 foi
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previamente descrito na DA, com aumento dos niveis séricos de IgE em 80% dos
pacientes, padrao de liberacdo de citocinas bifasica com predominio de células Th
expressando IL-4 e IL-13 (citocinas Th2) durante a fase aguda e perfil Th1 dominante
na fase croénica (IL-12 e IFN-c) (Weisshaar et al., 2008; Batista et al., 2015).

Variantes genéticas tém sido associadas a DA, no entanto a presenga de
mutagdo no gene que codifica a filagrina (filaggrin, filamento aggregating protein)
(FLG) atualmente se destaca como um fator de predisposigéo, gravidade e surgimento
de comorbidades na DA (Cork et al., 2009; Hoyer et al., 2022). Em particular, mutagdes
com perda de fungdo R501X e 2282del4 no gene FLG foram associadas a DA. Até
60% dos europeus afetados com DA apresentam algum tipo de mutagcdo em FLG
(Elias; Schmuth, 2009; Cabanillas; Novak, 2016). Encontrar expressao diminuida de
FLG pode resultar em escassez de granulos de queratohialina (Cork et al., 2009;
Paller; Kabashima K, Bieber, 2017).

A FLG é uma importante proteina estrutural, responsavel pela queratinizacao,
hidratagcao e fungdes antimicrobianas do estrato cérneo da pele (Hertz et al., 2020;
Masataka et al., 2021). E necessaria para a geracéo do fator hidratante natural, que é
produzido apdés a deaminagado e degradagdo da FLG. O fator hidratante natural é
importante para a manutencéo da hidratagdo do estrato corneo e também reduz seu
pH para cerca de 5,5. A insuficiéncia epidérmica de FLG aumenta a perda de agua
transepidérmica, causando ressecamento e rachaduras da epiderme. A insuficiéncia
de FLG também leva a diferenciacdo aberrante de queratinécitos, resultando em
conteudo lipidico inadequado da pele. A insuficiéncia da barreira epidérmica resulta
na penetracao de alérgenos e microorganismos (Batista et al., 2015; Ewald et al.,
2017).

Ha fortes evidéncias de que mutagdes com perda de fungcdo no gene da FLG
localizado no brago longo do cromossomo 21 (1g21) (Palmer et al., 2006; Asai et al.,
2013) estao associadas com susceptibilidade a DA (Rodriguez et al., 2009, Michaels;
Chandrasekaran; Shaw, 1975). A FLG é uma proteina estrutural na epiderme, cuja
presenca € fundamental para manter as fungdes de barreira cutanea, como protecao
a penetragcdo de alérgenos e micro-organismos, bem como a manutencdo da
permeabilidade, evitando a perda transepidérmica de agua e ions, logo com fungao
importante nos mecanismos fisiopatolégicos da DA (Margolis, 2022).



Introdugao | 21

Varios mediadores do prurido e seus receptores correspondentes sao relatados
como responsaveis pelo prurido na DA, incluindo histamina e seus receptores H1 e
H4 (H1R e H4R) (Cowden et al., 2010; Mollanazar; Smith; Yosipovitch, 2016), certas
proteases (incluindo triptase, acaros e Staphylococcus aureus - S. aureus), IL-31, IL-
4/13 e linfopoietina estromal timica (TSLP) (Bieber, 2008; Nakahara et al., 2021). O
tratamento da doenga é baseado em restaurar a hidratagdo cutdnea (emolientes),
amenizar o principal sintoma de prurido e controlar o processo inflamatorio, bem como
fornecer orientagbes ambientais/alimentares ao paciente e realizar o tratamento das

infecgdes secundarias, quando necessario (Langan; Irvine; Weidinger, 2020).

1.2 Associacao da dermatite atépica com mutagoes no gene da filagrina

Diversas estratégias vém sendo utilizadas para se entender os componentes
genéticos da DA. Em analises gendmicas amplas ndo é necessario conhecimento pré-
existente da funcdo dos genes, nem da biologia da caracteristica em questdo. Em
contraste, a analise genética direcionada, como uma abordagem de gene candidato,
€ uma estratégia na qual determinados /oci ou genes considerados de interesse para
o fendtipo sdo selecionados para estudo. Cada uma dessas estratégias tem sido
usada para fornecer informacgdes sobre DA (Brown; Elias; Bradley, 2020).

A FLG, proteina altamente insoluvel, rica em histidina, foi identificada por
Beverly Dale, em 1977 (Gao et al., 2009; Bieber, 2017). Seu gene esta localizado no
complexo de diferenciagado epidérmica, regido com aproximadamente 60 genes, no
cromossomo 1921 (de Jongh et al., 2008; Bieber et al, 2017). Disturbios na sua
expressao podem acarretar alteragdes na fungao de barreira cutanea, uma vez que
quantidades insuficientes de FLG resultardo em menores quantidades de aminoacidos
umectantes, o que levara a perda de agua e xerose cutanea. Além disso, havera
elevacao do pH do microambiente, com ativagdo de serina proteases (Ying et al.,
2006; Bin; Leung, 2016). Inicialmente, foram identificadas duas muta¢des no gene da
FLG: R501X e 2282del4, resultando em proteina nao traduzida e perda de sua funcéo,
associadas a ictiose e DA (Ying et al., 2006; Zielgler; Artis, 2010). Essa associagao foi
observada em populagdes da Irlanda e Escécia e em estudo de metanalise (Baurechet
et al., 2007). Demonstrou-se que pacientes que carreiam mutagdo com perda de
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funcdo no gene da FLG apresentam maior gravidade da doenga, maior incidéncia de
infeccbes herpéticas, bem como maior associagdo com outras doengas alérgicas
como asma, rinite e alergia alimentar (Cardilli, 2010; Brown et al., 2011; Werfel et al.,
2016).

Apesar de a FLG nao ser expressa no epitélio pulmonar (Czarnowicki; Krueger;
Guttman-Yassky, 2017), tem-se observado que a fung¢ao de barreira alterada poderia
facilitar a penetragcdo de antigenos, estimulando a produgcdo de TSLP pelo
queratinécito, atuando a distancia no pulmdo. Essa facilidade de penetracéo
antigénica também explicaria a forte associagdo da mutagdo com alergia ao
amendoim, conforme observado em estudos prévios (Sandilands et al., 2007;
McAleer; Irvine, 2013; Brunner; Guttman-Yassky; Leung, 2017).

Estudos subsequentes em diferentes regides do mundo como Estados Unidos
e paises da Asia, incluindo Japdo, China e Singapura, confirmaram de forma
consistente a associagdo de mutagdes no gene da FLG e DA (Czarnowicki; Krueger;
Guttman-Yassky, 2014). Entretanto, a prevaléncia de muta¢des no gene da FLG entre
pacientes com DA é de 10% a 50%, variando entre diferentes populagbées (Mohiuddin
etal., 2013), mesmo quando s&o avaliados subgrupos de pacientes com DA moderada
a grave, essa prevaléncia € de 47,5% a 56,6% (Irvine; McLean; Leung, 2011). Em um
grupo de 101 pacientes com DA grave encaminhados ao centro de referencia National
Jewish Health em Denver, Estados Unidos, 48,5% apresentaram mutagdes no gene
da FLG (Giardina et al., 2008). Em algumas populagdes, como a italiana (Margolis et
al., 2014; Brunner; Guttman-Yassky; Leung, 2017), africana ou afro-americana,
embora a prevaléncia de DA seja comparavel a de paises do norte da Europa ou dos
Estados Unidos, ha baixa frequéncia de mutagdes no gene da FLG (Sandilands et al.,
2006; de Guzman Strong et al., 2010; Schimitt et al., 2017).

A filagrina 2 (FLG2), assim como a FLG apresenta expressao diminuida, tanto
em pele lesionada como em pele intacta de pacientes com DA, sendo que em pele
lesionada esta redugao se mostra mais pronunciada (Palmer et al., 2006; Addor; Aoki,
2010). Estudos mostram que a FLG2 e FLG podem funcionar como parte da defesa
antimicrobiana cutanea, particularmente contra S. aureus, que € associado com
exacerbacdes de DA (Lodén, 2003; Cepelak |, Dodig S, Pavi¢, 2019). Estudos
anteriores ndo encontraram associagao de mutagcdo no gene FLGZ2 em pacientes
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europeus. Entretanto, estudos usando exoma total demonstraram que as mutagdes
em FLGZ2 foram associadas a persisténcia da DA em pacientes afro-americanos
(Palmer et al., 2006). Sao mutagdes que geram um stop-gain no exon 3 prejudicando
a produgao da FLG (Liang; Chang; Lu, 2016). Dada a influéncia de afrodescendentes
na composi¢cao da populacio brasileira, € possivel que mutacbées em FLGZ2 tenham
relevancia em pacientes com DA.

A presenca de mutacdes no gene FLG tem sido identificada como importante
biomarcador para gravidade da DA. Em estudo recente, 17 biomarcadores de DA
foram examinados em tape strips e biopsias de pele coletadas de 25 criangas de
descendéncia europeia com DA. Em locais de lesao, biopsias de pele mostraram tipico
perfil de resposta Th2, enquanto que em tape strips houve expressao elevada de
TARC (thymus and activation-regulated chemokine) e de marcadores inflamatérios de
imunidade inata, incluindo IL-18, IL-8 e TNFa (fator de necrose tumoral alfa). Criangas
foram genotipadas para as mutagbes em FLG comuns na populagdo do norte da
Europa (R501X, 2282del4 e R2447X), e 8/25 criangas apresentaram pelo menos uma
mutagcdo em FLG. Aquelas com mutagcdes em FLG apresentaram niveis elevados de
marcadores Th2 como TARC, CTACK (cutaneous T cell-attracting chemokine) e 1L-13
em tape strips, quando comparadas a criangas sem mutagao em FLG (Andersson et
al., 2022).

Uma reviséo sistematica recente da literatura incluindo 56 estudos investigou
biomarcadores que pudessem prever o desenvolvimento de comorbidades atépicas
em pacientes com DA. De forma interessante, a combinacdo de presenca de
mutagdes no gene FLG e de IgE especifica elevada para alimentos e/ou
aeroalérgenos foi associada de forma significativa com o desenvolvimento de asma
em algumas coortes de inicio da vida, embora os estudos tenham sido considerados
muito heterogéneos para permitirem conclusdes definitivas (Broderick et al., 2022).

Um estudo recente avaliando 1836 criangas prospectivamente aos trés, seis e
12 meses de vida, revelou prevaléncia de pelo menos uma das mutagbes no gene
FLG (R501X, 2282del4, R2447X) de 9%. Mutagcbes em FLG nao foram associadas a
defeito na barreira cutédnea, medido por aumento da perda transepidérmica de agua
(TEWL), aos trés meses, mas aumentaram o risco de eczema aos trés, seis e 12
meses de idade, e de DA aos seis e 12 meses de idade (Hoyer et al., 2022). Esta
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aparente discrepancia pode ser devida a varios fatores: TEWL n&o ser um bom
marcador como fator causal para DA, mas sim para a gravidade da doencga; foco em
apenas trés variantes pode ter deixado de identificar outras variantes importantes; a
insuficiéncia de FLG pode ser causada, tanto geneticamente como por mecanismos
imunes, particularmente pela agao de citocinas Th2 aumentadas (Grillo et al., 2006;
Margolis, 2022).

1.3 Estudos prévios de expressao de filagrina em biopsias de pele de pacientes
com dermatite atopica por imuno-histoquimica

Vinte pacientes adultos, com DA, maiores de 18 anos que, posteriormente,
foram incluidos no presente estudo, submeteram-se a bidpsia de pele para analise da
expressao da FLG por imuno-histoquimica. Essa etapa do estudo foi conduzida em
colaboracdo com a Dra. Renata Nahas Cardili, médica assistente do Servigo de
Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sao Paulo (HCFMRP-USP), que realizou as bidpsias de pele como
parte de seu projeto de pds-doutorado. O controle desses experimentos foi constituido
de amostras de pele de pacientes sem DA, ndo alérgicos, submetidos a procedimentos
cirargicos com finalidade estética, como abdominoplastia ou mamoplastia reducionais,
atendidos nos Ambulatorios de Cirurgia Plastica do HCFMRP-USP. Esses pacientes
foram convidados a participar do estudo com a doagado de amostra de pele normal,
medindo aproximadamente 1,0 cm de didmetro, para servir de controle aos
experimentos de imuno-histoquimica, mediante concordancia e assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), sem risco ou desconforto adicionais,
pois 0 material foi constituido por excesso de pele normal ja ressecada, apos o
procedimento cirurgico estético realizado.

Amostras de pele de areas com lesbes ativas foram coletadas dos pacientes
com DA, utilizando-se um puncionador (punch 4 mm), apds assepsia local e aplicagao
intradérmica de anestesia local com lidocaina 2%. Para os ensaios de imuno-
histoquimica, foi utilizado anticorpo primario de camundongo anti-FLG (clone SPM
181, Abcam, Cambridge, MA), sendo a revelagdo realizada com DAB
(diaminobenzidine tetra-hydrochloride) liquido (Kit Spring, Bioscience, CA, USA).
Foram avaliados 20 pacientes com DA, com média de idade de 38 anos (19-64 anos),
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64% do género feminino, com tempo médio de doenga de 23,2 anos, média de
SCORAD (Scoring Atopic Dermatitis) de 46,5, e média geométrica de IgE total de
13.729 Ul/mL (faixa de 145-63.000 Ul/mL) que apresentaram pele com lesao ativa,
sem ter sido suspenso tratamento da DA, e 20 individuos controle sem historia clinica
de doengas alérgicas, submetidos a cirurgia plastica eletiva, com média de idade de
60,1 anos (12-74 anos).

Os resultados mostraram que a epiderme e a derme apresentavam dermatite
espongiotica em lesdes de DA ativa e crbnica, com acentuada hiperplasia epidérmica.
A expressao de FLG foi forte e detectavel em mais de 90% das células em todas as
amostras de pele envolvidas de pacientes com DA (Figuras 1A, 1C, 1E), bem como
na pele normal de controles nao atdpicos (Figuras 1B, 1D, 1F). Nao foram observadas
diferencgas significantes na expressao da FLG em lesdes ativas da pele de pacientes
com DA em comparagado com a pele normal de individuos ndo atdpicos. As bidpsias
foram analisadas por patologista experiente, sem conhecer o grupo ao qual o individuo
pertencia, se DA ou controle. Diluicdes adicionais do anticorpo monoclonal anti-FLG
foram realizadas (1:500 e 1:1000), e os resultados foram consistentes, sem diferengas
na presenca e/ou intensidade da expressao de FLG na pele de pacientes e controles.

Figura 1 - (A) Histopatologia da pele mostrando hiperplasia e vesiculas espongioticas (seta)
na epiderme e infiltrado de células inflamatérias constituido, principalmente, por
linfécitos e alguns eosindfilos, na derme em leséo de DA ativa (HE x40); (B)
Histopatologia das camadas epidérmica e dérmica da pele normal de um sujeito
nao atopico (HE x40); (C) Expressao da filagrina nas camadas cérnea e granulosa
na lesdo de DA. (Imuno-histoquimica com anticorpo anti-Filagrina x40); (D)
Expressao de filagrina nas camadas cérnea e granulosa em pele normal de um
sujeito ndo atodpico. (Imuno-histoquimica com anticorpo anti-Filagrina x40); (E)
Expressao da filagrina nas camadas cornea e granulosa na leséo de DA. (Imuno-
histoquimica com anticorpo anti-Filagrina x63); (F) Expressao de filagrina nas
camadas cornea e granulosa em pele normal de um sujeito ndo atopico. (Imuno-
histoquimica com anticorpo anti-Filagrina x63)
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1.4 Justificativa

Nao foram encontrados, na literatura, estudos sobre identificagcdo de mutagdes
nos genes que codificam FLG ou FLG2 em pacientes brasileiros com DA. A
demonstragao de mutagdes nos genes que codificam FLG ou FLG2 em pacientes com
DA pode levar a propostas terapéuticas promissoras, uma vez que drogas que

influenciam o controle da expressado desses genes, ou estratégias que restauram a
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sua expressao, recuperando a integridade da barreira cutanea, seriam de grande

beneficio aos pacientes e seus familiares.
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2. Objetivos

Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar a presenga de mutagdo nos genes que codificam FLG e FLG2 em
pacientes brasileiros com dermatite atépica.

2.2 Objetivos especificos

+ Identificar e caracterizar mutagdes nos genes que codificam FLG e FLG2 em

pacientes brasileiros com dermatite atépica.

+ Avaliar possivel associagao de mutagéo nos genes FLG e FLGZ2 com maior

gravidade da doencga, avaliada por SCORAD.

* Investigar possivel associagdo de mutagdes nos genes FLG e FLG2 com

presenca de sensibilizagdo a aeroalérgenos.



3. Pacientes e Méetodos
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3.1 Desenho do estudo e aspectos éticos

Foi realizado estudo epidemiologico descritivo observacional, avaliando-se 115
pacientes com idades entre cinco e 69 anos.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
HCFMRP-USP, Processo n° 7807/2013. A elaboragcao do TCLE foi baseada nas
resolugbes vigentes com as seguintes orientacées: linguagem acessivel,
esclarecimentos do propdsito do estudo e dos procedimentos necessarios, e
resguardo da privacidade, bem como dos dados confidenciais do paciente. Aos
participantes foi assegurada a liberdade de opc¢&o da néo inclusdo no estudo, sem
prejuizo, atraso ou interferéncia no seu seguimento, escolha ou realizagdo do
tratamento da sua doenca. Os participantes selecionados para o estudo foram
previamente informados sobre os objetivos gerais da investigagéo, procedimentos a
serem realizados, métodos de obtencdo das amostras, seus riscos e beneficios e
receberam cépia do TCLE.

3.2 Critérios de inclusao

Foram incluidos no presente estudo pacientes com diagnostico de DA, sem
distincdo de sexo, raga ou grupo social, selecionados entre aqueles atendidos nos
Ambulatérios de Alergia e Imunologia e de Dermatologia Geral do HCFMRP-USP, que

concordaram em participar do estudo e assinaram o TCLE.

3.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos pacientes que ndo concordaram em participar do estudo,
gestantes ou puérperas, pacientes com imunodeficiéncias primarias ou secundarias,
ou com outras doencgas cutaneas.

3.4 Métodos de avaliagao
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Os pacientes foram submetidos a avaliagéo clinica, dosagem de IgE total, a
testes cuténeos de hipersensibilidade imediata e/ou medida de IgE especifica para
painel de alérgenos relevantes e estudo genético para pesquisa de mutagdées nos
genes FLG e FLG2.

O diagndstico de DA foi estabelecido usando os critérios de Hanifin e Rajka
(Stalder et al., 1993; Boguniewicz et al., 2017; Heede et al. 2017). A gravidade da DA
na ocasiao da inclusdo no estudo foi determinada pelo SCORAD (Figura 2), indice
baseado em sinais e sintomas clinicos de acordo com: extensdo de comprometimento
cutaneo (pontuagao de 0 a 100%), intensidade do eritema, edema, exsudagéo/crostas,
escoriagdes, liquenificacao e xerose (pontuagao de 0-3), além de sintomas subjetivos
como qualidade do sono e intensidade do prurido (pontuagéo 0-10) (Stalder et al.,
1993). A classificagao da gravidade foi de leve (SCORAD <25), moderada (SCORAD
entre 25 e 50) e grave (SCORAD >50)

(Simpson et al., 2017).

Figura 2 - SCORAD
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3.4.1 Testes cutaneos de hipersensibilidade imediata
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Testes cutaneos de hipersensibilidade imediata (testes de puntura, Prick tests)
foram realizados na face ventral do antebrago, usando uma lanceta (Allergoprick Inox,
Flexor, SP, Brasil). A reagao foi considerada positiva se ocorresse a formagao de uma
papula maior ou igual a 4 mm, acompanhada por eritema, apoés 15 minutos da
aplicagéo do alérgeno. Controles positivo (dihidrocloreto de histamina 10mg/ml) e

negativo (soro fisiolégico 0,9%) foram aplicados em todos os testes.

3.4.2 Determinacgao de IgE total e especifica

Niveis séricos de IgE total foram determinados usando o sistema ImmunoCAP
(Thermo Fisher, Brasil) e os resultados expressos em Ul/mL. Niveis de IgE para
alérgenos especificos foram determinados por método de microarray, utilizando o
ImmunoCAP-ISAC, sendo os resultados expressos em ISU (Isac Standardized Units).
Foram seguidas as recomendacgdes do fabricante para a realizagcdo de ambos os

ensaios.

3.4.3 Detecgao de mutacdes no gene da filagrina

3.4.3.1 Obtencao do DNA

Foi realizada extracdo de DNA gendmico a partir de 2,0 mL de sangue venoso
utilizando-se o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, Wisconsin,
EUA). O DNA genbmico foi quantificado no equipamento NanoVue (GE, Chicago,
lllinois, EUA) e, posteriormente, diluido para concentragdo de 100 ng/uL para uso nas

reacdes de PCR.
3.4.4 Sequenciamento por método de Sanger
Foi realizado teste de PCR (proteina C reativa) com amplificagdo de 1,0 uL de

DNA genbmico na concentracdo de 100 ng/uL. Foram utilizados primers na
concentragao de 10 uM (IDT, Coralville, lowa, EUA), com sequéncias apresentadas na
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Tabela 1. A amplificacdo do DNA foi realizada com Platinum™ Taq DNA Polymerase e
dNTP Set (100 mM) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), com
etapas de desnaturag&o a 94°C por oito minutos; seguida de 30 ciclos de desnaturagao
a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e extensao a 72°C por
dois minutos; extensao a 72°C por cinco minutos e manutengao a 4°C. Os reagentes e
seus volumes para cada reagao de PCR estdo apresentados na Tabela 2.

O produto de PCR foi purificado utilizando o ExoSAP-IT™ PCR Product
Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). O
equipamento utilizado para reacdo de PCR, purificacido de DNA e reacdo de
sequenciamento foi o termociclador Master cycle pro (Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha).

A reacéo de sequenciamento foi feita utilizando-se BigDye™ Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems™ Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA). O sequenciamento foi realizado no sequenciador Applied
Biosystems 3500 Genetic Analyzer (Foster City, Califérnia, EUA).

Tabela 1 - Primers utilizados em PCR para amplificacdo e sequenciamento de DNA, para
investigacao de mutagdes nos genes FLG e FLG2

Gene Mutacao Primers Tamanho do
fragmento

F: 5 GCGCGGGCAAGCTTCATC 3’

FLG R501X R: 5 GAGTGCCTGGTGCCGTCTCC 3’ 549 bp
F: 5 CAAGTGCAGGAGAGAGACACGGAT 3’
FLG R2447X R.5 CTGGCCCACCTGCGAGTGTCC 3 683 bp
S2377Xe  F:5 CAA AGG CAT GGA TCA AGT CAG3'
FLG2 S2392X 295 bp

R: 5 GAG ACT GAT ACT GAG AAT de

Tabela 2 - Condi¢des de PCR: reagentes e volumes

R501X R2447X $2377X/S2392X

549 pb 683 pb 295 pb
Reacao de PCR

V (uL) V (uL) V (uL)
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Agua Ulltrapura
10X PCR Buffer (kit Platinum)

MgCI2 50mM (kit Platinum)
dNTP 5mM

Primer F 1:10 (10uM)
Primer R 1:10 (10uM)

DNA polimerase (kit Platinum)
TOTAL

18,75
2,50
0,55
1,00
0,50
0,50
0,20
24

18,80
2,50
0,50
1,00
0,50
0,50
0,20
24

17,30
2,50
2,00
1,00
0,50
0,50
0,20
24




4. Resultados
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4.1 Amplificagao do DNA para sequenciamento

A Figura 3 mostra a analise de fragmentos amplificados dos genes FLG e FLG2
para sequenciamento, com o objetivo de identificar mutagbes R501X, R2447X; e
S2377X e S2392X.

Figura 3 - Analise por eletroforese dos fragmentos de DNA amplificados por PCR para a
pesquisa de mutagdes nos genes FLG e FLG2

2447X
L 501X | 2377X |
M 98 98 134 ([]
2000
1200 2000
200 1200
800
400
200 400
200
100

4.2 ldentificacao de mutagoes nos genes FLG e FLG2 em pacientes com
dermatite atépica

A mutacao R501X no gene FLG foi observada em quatro pacientes (3,4%),
enquanto que a R2447X nao foi encontrada em nenhum paciente. A mutagao S2377X
no gene FLG2 foi identificada em 45 pacientes (39,1%) e a X2392S em um paciente
que também apresentou mutagdo S2377X (Tabela 3). Dois pacientes apresentaram
ambas as mutagdes R501X e S2377X.

Tabela 3 - Mutagbes identificadas nos genes FLG e FLG2, presentes em 47 (40,9%) pacientes
com dermatite atopica

Mutacgoes n =115 pacientes (%)

R501X em FLG 4 (3,4%)
R2447X em FLG 0 (0%)
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S2377X em FLG2 45 (39,1%)
S2392X em FLG2 1(0,87%)
Sem mutagéo 68 (59,1%)

As Figuras 4 a 7 mostram resultados de sequenciamento em pacientes
representativos com mutagdes nos genes FLG e FLG2.
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Figura 4 - Analise de sequenciamento em paciente sem as mutagées R501X e R2447X em

FLG e S2392X em FLG2, e presenca de mutacdo S2377X em FLG2
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Figura 5 Analise de sequenciamento em paciente com as mutagdes R501X em FLG e S2377X
em FLG2
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Figura 6 Analise de sequenciamento em paciente com a mutagédo R501X em FLG e auséncia
da mutagao S2377X em FLG2
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Figura 7 Anadlise de sequenciamento em paciente com a mutagao S2377X em FLGZ2

(homozigoto), e mutagao em S2392X
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4.3 Associacdo de mutagoes nos genes FLG e FLG2 com caracteristicas
clinicas e imunolégicas nos pacientes participantes do estudo

Dentre os 115 pacientes estudados, 47 (40,9%) apresentaram mutagdo nos
genes FLG ou FLG2. Desses 47, 37 eram do género feminino e 10 do género
masculino. A média de idade dos pacientes com mutagcdo foi de 30,2 anos, e
significantemente mais elevada do que naqueles que ndo apresentaram mutagéo
(p=0,03). O tempo da doenga teve média de 20,7 anos nos pacientes identificados
com alguma mutagao e de 15,3 anos naqueles sem mutagéo, sendo esta diferenca
significante (p=0,03). O SCORAD apresentou média de 39,9 em pacientes com

mutacao e de 47,7 nos sem mutagdo, sendo esta diferenga significante (p=0,02)
(Tabela 4).
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Nao foram observadas diferengas significantes em relagdo a: idade no inicio

dos sintomas (mediana 5 e 4 anos); duragao da doenga (média de 20,7 e 15,3 anos);
IgE total (mediana 2.299 e 2.260 Ul/mL); IgE para Der p 1 (mediana 34,4 e 40 ISU) e
Der p 2 (mediana 50,3 e 50,7 ISU) entre pacientes com a mutagao R501X no gene
FLG e/ou com a mutagao S2377X em FLG2, quando comparados aqueles sem essas
mutagdes, respectivamente.

A analise das caracteristicas dos pacientes que apresentaram a mutagao
R501X em FLG e a mutagao S2377X em FLG2, quando comparados a pacientes sem

estas mutacgdes, esta apresentada nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 4 - Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com dermatite atépica
estudados

Parametro Presenga de mutagoées Auséncia de mutagdes Valor de p
R501X e/ou S2377X (n=47) R501X e/ou S$2377X (n=68)

Idade, média em anos 30,2 (7 a 69) 24,9 (5 a 66) 0,03
(faixa)
Idade do inicio dos 9,4 (0ab51) 9,5(0a49) 0,82

sintomas, média em
anos (faixa)

Tempo de doencga, em 20,7 (5a64) 15,3 (2 a 55) 0,03
anos (faixa)
SCORAD (faixa) 39,9 (22 90) 47,7 (3,2a97) 0,02

Tabela 5 - Caracteristicas clinicas e imunoldgicas de pacientes com dermatite atopica, com
presenca e auséncia da mutagcdo R501X em FLG

Parametros (média) Presengca de mutagdo Auséncia de mutacdo Valor de p
R501X (n=4) R501X (n=111)

Idade em anos, média (faixa) 25 (14 a 36) 27,1 (5a69) 0,94
Idade do inicio dos sintomas, 0,9 (0a3) 9,8 (0ab1) 0,06
média em anos (faixa)

Tempo de doenga, média em 24,0 (14 a 37,5) 17,3 (2 a 64) 0,15
anos (faixa)

SCORAD, faixa 52,8 (14 a 90) 44,2 (12 a 87) 0,75
IgE total, mediana Ul/mL (faixa) 11140,0 (1280 a 31828) 2240,0 (7,7 a 63000) 0,14
IgE para Der p 1, mediana ISU 41,5 (15,6 a 60) 35,7 (0,2 a 26,1) 0,96

(faixa)
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IgE para Der p 2, mediana ISU
(faixa)

IgE para Der f 1, mediana ISU
(faixa)
IgE para Der f 2, mediana ISU
(faixa)

IgE para Blo t 5, mediana ISU
(faixa)

125,4 (19,9 a 125,4)

42,6 (27,6 a 127,4)

52,0 (14,7 a 124,6)

7,0 (0,9 a 39,8)

50,1 (0,7 a 150,6)

28,7 (0,2a 132,3)

37,2 (0,3 a 134,6)

4,4 (0,1a132,4)

0,57

0,28

0,6

0,81

Tabela 6 - Caracteristicas clinicas e imunoldgicas de pacientes com dermatite atopica, com
presenca e auséncia da mutagao S2377X em FLG2

Parametros (média) resenca de mutagdo Auséncia de mutagdo Valor de p
§2377X (n=45) $2377X (n=70)

Idade (média) 30,8 (7 a 69) 24,7 (5 a 66) 0,02
Idade do inicio dos sintomas (média 9,8 (0a51) 9,2 (0 a49) 0,58
em anos)

Tempo de doenca (média em anos) 20,9 (5a54) 15,4 (2 a 55) 0,03
SCORAD 39,5 (2 a90) 47,7 (3,2a87) 0,02
IgE total (mediana em Ul/mL) 1804 (38,7 a 47040) 2823 (7,7 a 63000) 0,65
Derp 1 (mediana ISU) 34,4 (0,22 101.7) 40 (0,25 a 106,1) 0,39
Derp 2 (mediana ISU) 50,3 (0,9 a 150,6) 50,7 (0,2 a 106,1) 0,87
Derf 1 (mediana ISU) 27 (0,2 2 127,4) 38.2(0.3a132.3) 0,53
Derf 2 (mediana ISU) 37,3 (0,3 a 134,6) 36,3 (0,6 a 129,7) 0,89
Blot 5 (mediana ISU) 5,2 (0,1 a 89,7) 4,4 (0,22a132,4) 0,99




5. Discussao
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Na literatura atual € clara a consideracéo da deficiéncia de FLG, em particular
causada por mutagdes no gene FLG, como um dos principais fatores de risco para
DA, inclusive associada ao desenvolvimento da marcha atdpica. A alteragao da funcao
de barreira cutanea associada a falta de FLG na DA ¢, juntamente com outros fatores
patogénicos conhecidos, a base para a sensibilizacdo alérgica a alérgenos
alimentares e aeroalérgenos, e o consequente desenvolvimento de asma e rinite
alérgica. Os ensaios laboratoriais, exames diagndsticos que auxiliam na elucidagéo
clinica, atualmente usados na pratica, se concentram, principalmente, no
monitoramento de alteragbes imunes ou inflamatdrias (por exemplo, IgE total e
especifica) e menos no controle do comprometimento da fungao de barreira da pele,
incluindo deficiéncia de FLG. No presente estudo esses parametros laboratoriais ndo
apresentaram valores estatisticamente significativos comparando os pacientes com e
sem a doenga.

Em estudos iniciais, como citado por Vardar Acar et al. (2020), a associagéo
das alteragcbes do FLG com as doencgas supracitadas foi inicialmente descrita em
pacientes com ictiose vulgar por Smtih et al. (2006). Nesse estudo, as mutagdes de
R501X e 2282del4 foram significativamente associadas a ictiose vulgar em familias
irlandesas, escocesas e europeias americanas. Nos anos seguintes, muitos estudos
populacionais foram realizados mostrando a importadncia das mutagdes FLG em
doencas atdpicas, e as mutagdes especificas da populagdo foram confirmadas por
muitos estudos seguintes (Vardar Acar et al., 2020).

Diante disso, o presente estudo objetivou identificar mutagées no gene da FLG
em pacientes brasileiros com DA e relacionar as caracteristicas clinicas e a gravidade
da doenga. A vantagem deste estudo foi a inclusdo de pacientes com SCORAD
caracterizando a doenga em moderada ou grave, acompanhados em centro de
referéncia para a doencga. O diagnostico de DA foi estabelecido usando os critérios de
Hanifin e Rajka. Pacientes com doengas cutaneas que pudessem confundir o
diagnodstico foram excluidos. Entretanto, a principal limitacdo deste estudo foi a
necessidade de realizar também discriminag&o alélica devido a genes com alta taxa
de repeticdo. A reacdo esta em processo de validagdo por nosso grupo. Na ultima
década, cerca de 60 mutagdes do gene FLG foram detectadas com frequéncia de 8 a
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10% em diferentes populacdes ao redor do mundo, sendo as mutagdes mais comuns
de FLG na populacao europeia.

De acordo com as informagbes disponiveis no navegador gnomAD
(https://gnomad.broadinstitute.org) cerca de 300 variantes de FLG até o momento
foram identificadas em varios estudos populacionais em pacientes atopicos. Estudos
em pacientes com DA até agora encontraram 16 novas mutagdes no gene FLG,
sugerindo que a FLG pode ter associagdao com disturbios atépicos (Salama et al.,
2021).

Os dados deste estudo contrapéem de forma geral os estudos da literatura, ja
gue se costuma evidenciar a presenga de mutagcdes como fator de extrema relevancia
para a gravidade da doenga. Algumas hipoteses que podem justificar esse fato € que
em pacientes brasileiros existe a possibilidade de outro gene estar envolvido na
fisiopatologia da DA. Assim como descrito por Nakahara et al. (2021), a deficiéncia de
FLG causa DA em idade precoce, aumenta a sensibilidade e gravidade das alergias
e aumenta a vulnerabilidade a infeccéo, no entanto 40% dos portadores da mutacao
FLG nao desenvolvem DA, e as mutacdes FLG sao encontradas apenas em 15-50%
dos pacientes com DA. Assim, anormalidades genéticas no FLG, isoladamente, n&o
explicariam todas as disfuncdes da barreira cutanea da DA.

Correlacionando a presenca de mutagdes com a gravidade dos sintomas, ja
havia sido relatado anteriormente por Margolis et al. (2014) que os individuos com
variantes FLG eram menos propensos a estarem livres de sintomas em comparagao
com aqueles sem essas variantes. Curiosamente, as criangas dessa coorte estudada,
portadoras de uma variante, eram mais propensas a nao responderem as terapias.
Outro estudo interessante de Margolis (2022), investigando o efeito dessas variantes,
apoia a nocao de que o efeito delas é proeminente durante uma fase muito precoce
da vida. Além disso, ha autores que mostraram associacdo com maior duragao e
hospitalizagdo mais frequente em coortes de portadores de variantes (Liang; Chang;
Lu, 2016).

O fato de que a idade de inicio da doenca esta altamente correlacionada com
a gravidade n&o foi um fator estatisticamente consideravel nos resultados do presente

estudo. Provavelmente, na presente amostra esse fator esteve mais relacionado a
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disfuncao da barreira cutdnea como primaria, corroborando com a hipotese de que a
frequéncia de mutagdes importa e amplifica a gravidade, e o efeito € intensificado com
0 numero de variantes causais.

Destaca-se também o fato de ndo terem sido avaliados controles sem DA; o
que, possivelmente, possibilitaria a magnitude dos resultados ser ainda maior com tal
conjunto de controles pareados e triados.

De acordo com Margolis et al. (2014), os polimorfismos do gene FLG2 estéo
associados a persisténcia da DA em afro-americanos e estdo ausentes ou raramente
séo encontrados em individuos de origem europeia. No presente estudo 39,1% dos
pacientes apresentaram tal alteracdo corroborando com dados da literatura. Leva-se
em conta que a populagao brasileira apresenta alto grau de miscigenacéo e segue
padrées étnicos diferentes quando comparada a grupos populacionais de outros
paises e continentes como China, Estados Unidos, Japao e Europa, onde ja existem
estudos com a prevaléncia da FLG. Portanto, € dificil estabelecer uma classificagéo
por etnias no Brasil. O uso exclusivo de informacdes da etnia autodeclarada nio seria
o melhor método de classificacéo étnica.

Segundo Dvornyk et al. (2021), deve haver associagéo do gene FLG com DA
predominantemente em mulheres, mas ha um numero limitado de estudos
demonstrando diferencas relacionadas ao género nas associagées de candidatos,
inclusive no presente estudo, apesar de o numero de pacientes do género feminino
que apresentaram a mutagao ser maior que o do género masculino, esse fator nao foi
estatisticamente avaliado.

Uma compreensao completa da complexa patogénese da DA é necessaria para
se descobrirem biomarcadores especificos e alvos terapéuticos. Em relacdo aos
potenciais avangos na terapia da DA, estudos com anti-inflamatorios topicos
mostraram que a inflamacgédo, principalmente por meio de citocinas Th2, reduz a
expressdo da FLG (Batista et al., 2015). Ha relatos demonstrando que a IL-17A
desregula a expressdo da FLG e genes importantes para adesao celular, o que
poderia afetar a formagao da barreira epidérmica (Smieszek et al., 2020). Portanto,

intervengdes visando resposta imune defeituosa, regulagao positiva da expressao da



Discussdo | 50

FLG, ou processo de tradugdo de proteinas terdo impacto significativo em pacientes
com defeitos de barreira.

Outros parametros analisados neste estudo mostraram que a idade de inicio
dos sintomas esta de acordo com a literatura geral, visto que a doenga costuma ser
prevalente na infancia e adolescéncia. Boa parte dos pacientes mantiveram sintomas
até a fase adulta, o que esta diretamente relacionado a gravidade, ja que a média do
SCORAD se manteve na faixa de doenga moderada/grave, sendo os pacientes com
auséncia de mutacdo com média de SCORAD mais elevada.

Quanto a relagdo com sensibilizagcdo a aeroalérgenos, evidenciou-se mediana
maior para Der p1 e Der p2 em pacientes que nao apresentaram a mutacido, bem
como o valor de IgE total. Mutagdo em genes de proteinas relacionadas a manutengéo
da barreira cutdnea adequada, como é o caso da FLG, torna os pacientes mais
susceptiveis a entrada de alérgenos no organismo através da pele danificada, levando
ao maior poder de sensibilizag&o.

O presente estudo estimula a realizacdo de futuros estudos multicéntricos e
prospectivos, avaliando sistematicamente a fisiopatologia, clinica e gravidade da
doenca a fim de promover cada vez mais relagcdo com tratamentos eficazes e

direcionados para a origem do principal fator causador da doenca.



6. Conclusoes
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Conclusées |

ApOs analise dos resultados concluiu-se que:

1. Em pacientes brasileiros com DA moderada a grave, a presencga de pelo
menos uma mutagado nos genes FLG e/ou FLGZ2 foi associada a maior
tempo de doenga. Dada a baixa frequencia de mutagdo no gene FLG,
esta diferenca foi associada particularmente a presenca da mutacao
S2377X no gene FLG2.

2. De forma inesperada, a gravidade da doenga avaliada pelo SCORAD foi
maior em pacientes sem mutagbes nos genes FLG elou FLGZ2,
particularmente na auséncia da mutagao S2377X no gene FLG2, quando
comparados aqueles com mutacdo. Este resultado sugere que outros
fatores, incluindo a inflamagédo tipo 2 ou mutagdo em outros genes
associados a manutencdo da integridade da barreira cutdnea, podem
desempenhar papel mais importante na patogénese da DA em nosso

meio.

3. E possivel que a pesquisa de mutacdes com perda de fungdo adicionais
no gene FLG por técnicas de sequenciamento de nova geragédo possa

revelar associacgdes significativas.

4. Em pacientes brasileiros com DA moderada a grave, observou-se
mutagcdo R501X no gene FLG em pequeno numero de pacientes e ndo
esteve associada a gravidade da doencga, tempo de doenca, idade de

inicio dos sintomas, IgE total, e sensibilizagado a aeroalérgenos.

5. Os resultados do presente estudo corroboram estudo prévio, que mostrou
expressao normal de FLG em pele lesada de pacientes com DA,
comparavel a de individuos normais nao atopicos, sugerindo que
mecanismos adicionais a insuficiéncia de FLG causada geneticamente ou
por resposta imune do tipo 2 sdo relevantes na patogénese da DA em

Nosso meio.
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