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RESUMO
Introducéo: A asma grave, apesar de pouco prevalente € responsavel por uma alta

morbimortalidade entre a faixa etaria pediatrica. Além dos multiplos e complexos fatores que
podem explicar os varios mecanismos para o descontrole dos sintomas, a predisposi¢cdo genética
é considerada um fator importante para o entendimento das diversas vias de regulacdo da
resposta inflamatéria. Vias alternativas a classica resposta TH2 podem explicar a
heterogeneidade da asma grave e podem estar relacionadas as citocinas da IL-17A e IL-10.

Objetivos: avaliar associacdes entre polimorfismos dos genes IL-10 e IL-17 com a
suceptibilidade, o controle da asma e a responsividade ao broncodilatador em uma amostra de
pacientes com asma grave.

Métodos: Estudo observacional, realizado no periodo entre 2021 e 2022, envolvendo
criancas, adolescentes e adultos jovens entre 5-28 anos com asma grave (em uso de doses
maiores ou iguais a 800 pg budesonida equivalente em associacdo ou ndo com outros
controladores), com técnica inalatéria adequada, comorbidades medicadas e diagndstico
funcional bem estabelecido. Conforme o controle clinico da asma, os pacientes foram divididos
em 2 grupos: nao controlado (refratario) e grupo controlado. Foram ainda incluidos adultos
sadios entre 20-57 anos para controles genéticos. Todos os pacientes foram submetidos a coleta
de sangue periférico para extracdo do DNA e realizacdo de genotipagem. As variantes de
nucleotideo Unico (SNVs) genotipados foram o rs3024498 da IL-10 e 0s rs2275913 e rs3819024
da IL17A.

Resultados: Foram selecionados 56 pacientes com asma grave e 19 controles saudaveis.
No grupo asma grave, observou-se que apenas as variaveis ACT (Asthma Control Test), peso
e estatura mostraram diferencas entre os grupos controlado e ndo controlado, evidenciando que
a reducdo da estatura pode estar associada com a dose elevada de corticoide inalatorio e falha
no controle da asma. Em relacdo a chance de asma grave, apenas a presencga do alelo A da
variante rs2275913 (IL17A) mostrou um valor p permutacional significativo. A falta de
controle da asma grave foi associado a presenca de pelo menos um alelo C do rs3024498 (1L10),
(OR: 6,93, IC95%: 1,00-47,9). Os pacientes asmaticos com ao menos um alelo G do rs3819024
(IL17A) apresentaram menor resposta ao estimulo agudo do broncodilatador beta-2 adrenérgico
nos trés modelos testados: alélico (OR: 3.89, 1C95%: 1,07-14,12), aditivo (OR: 4,72; 1C95%:
1,16-19,19) e dominante (OR: 5,20; 1C95%: 1,11-24,34).

Conclusdo: As viasda IL17 e da IL10 e seus polimorfismos genéticos estdo envolvidos
na asma grave pediatrica. Devido a grande variabilidade interindividual da asma, especialmente

guanto a resposta aos glicocorticoides, é possivel que polimorfismos das vias da IL17 e da IL10



tenham um papel importante na fisiopatologia dessa condicao e expliquem a refratariedade ao
tratamento, a fim de serem usados com alternativas para o manejo terapéutico da asma,
contribuindo para a reducgéo dos riscos do continuo e progressivo aumento da dose de corticoide
inalado.

Descritores: Asma grave, resisténcia ao corticoide, gene IL17, gene IL10,
polimorfismos genéticos.



ABSTRACT
Introduction: Severe asthma, although not very prevalent, is responsible for high

morbidity and mortality among the pediatric age group. In addition to the multiple and complex
factors that can explain the various mechanisms for the lack of control of symptoms, genetic
predisposition is considered an important factor for the understanding of the various regulatory
pathways of the inflammatory response. Alternative pathways to the classic TH2 response may
explain the heterogeneity of severe asthma and may be related to IL-17A and IL-10 cytokines.

Objectives: to evaluate associations between polymorphisms of IL-10 and IL-17 genes
with susceptibility, asthma control, and bronchodilator responsiveness in a sample of patients
with severe asthma

Methods: This was an observational study, conducted between 2021 and 2022,
involving children, adolescents and young adults aged 5-28 years with severe asthma (using
doses greater than or equal to 800 pg budesonide equivalent in association or not with other
controllers), with appropriate inhalation technique, medicated comorbidities and well-
established functional diagnosis. The patients were divided into 2 groups according to the
asthma clinical control: non-controlled (refractory) and controlled group. Healthy adults aged
20-57 years were also included for genetic controls. All patients were submitted to peripheral
blood sampling for DNA extraction and genotyping. The single nucleotide variants (SNVs)
genotyped were rs3024498 of IL-10 and rs2275913 and rs3819024 of IL17A.

Results: 56 patients with severe asthma and 19 healthy controls were selected. In the
severe asthma group, it was observed that only the variables ACT (Asthma Control Test),
weight and height showed differences between the control and non-control groups, evidencing
that the reduction in height can be associated with the high dose of inhaled corticosteroids and
failure in asthma control. Regarding the chance of severe asthma, only the presence of the A
allele of the rs2275913 variant (IL17A) showed a significant permutational p value. Lack of
control of severe asthma was associated with the presence of at least one C allele of rs3024498
(IL10), (OR: 6.93, 95%CI: 1.00-47.9). Asthma patients with at least one G allele of rs3819024
(IL17A) showed a lower response to acute beta-2 adrenergic bronchodilator stimulation in the
three models tested: allelic (OR: 3.89, 95% CI: 1.07-14.12), additive (OR: 4.72, 95% CI: 1.16-
19.19) and dominant (OR: 5.20, 95% CI: 1.11-24.34).

Conclusion: The 1L17 and IL10 pathways and their genetic polymorphisms are
involved in severe pediatric asthma. Due to the great interindividual variability of asthma,
especially regarding the response to glucocorticoids, polymorphisms of the IL17 and IL10

pathways may play an important role in the pathophysiology of this condition and explain the



refractoriness to treatment, to be used as alternatives for the therapeutic management of asthma,
contributing to the reduction of the risks of continuous and progressive increase of the inhaled

corticoid dose.
Keywords: Severe asthma, corticosteroid resistance, IL17 gene, IL10 gene, genetic

polymorphisms.
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NOTA EXPLICATIVA
De acordo com as normas estabelecidas pelo Colegiado do Programa de Ciéncias da
Salde — area de concentracdo Saude da Crianca e do Adolescente, da Faculdade de Medicina
da Universiadade Federal de Minas Gerais, esta dissertacdo serd apreentada em forma de dois
artigos:
ARTIGO 1 (REVISAO) - POLIMORFISMOS GENETICOS EM VIA

IMUNOLOGICA E ASMA PEDIATRICA
ARTIGO 2 (ORIGINAL) — POLIMORFISMOS GENETICOS DE IL10 E IL17A
NA ASMA GRAVE PEDIATRICA

Os dois artigos tém numero de palavras e/ ou tabelas que excedem as recomendacfes
dos periddicos e, apos a avaliacdo da banca examinadora, foram formatados em sua versao final

para a devida publicacdo nas revistas sugeridas pela banca.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS E JUSTIFICATIVA

A asma grave se configura como uma das condicdes clinicas mais desafiadoras na rotina
médica do pneumologista pediatrico, em razao da dificuldade de se conseguir o controle clinico
adequado e da elevada morbidade envolvida. Para esses pacientes, em agosto de 2010 foi
implantado, no Hospital das Clinicass’lUFMG, um centro de referéncia para assisténcia e
pesquisa, 0 Centro Multidisciplinar para Asma de Dificil Controle (CEMAD).

Esse centro é responsavel pelo atendimento de criancas e adolescentes referenciados por
pneumologistas pediatricos da rede de atencao secundaria do municipio e do estado e vinculado
ao Programa “Crianca que Chia”, pioneiro na instalagdo do corticoide inalado no Brasil.! O
atendimento é realizado por equipe multiprofissional, com diagndstico confirmado com
controle das comorbidades, avaliacdo clinica e funcional, mensuracdo da adesao e revisdo da
técnica inalatoria, de modo a obter o nivel de controle adequado da asma.

Neste centro de referéncia sdo desenvolvidas varias pesquisas ja que sua equipe €
composta por doutorandos, mestrandos, alunos da iniciacdo cientifica, da graduacdo e
residentes da pneumologia pediatrica e imunologia pediatrica do Hospital das Clinicas da
UFMG e de universidades parceiras. Ja foram concluidas cinco dissertacdes de mestrado e duas
teses de doutorado e atualmente, em andamento outros dois projetos de mestrado e um de
doutorado. As pesquisas resultaram em publicacdes em periddicos internacionais de impacto
relevante.>!! Além disso, em 2019 o CEMAD recebeu premiacdo de melhor trabalho
apresentado, conferido pela Sociedade Mineira de Pneumologia e Cirurgia Torécica.

No CEMAD, onde o cuidado clinico é realizado com exceléncia, a variabilidade clinica
dos pacientes com asma grave, sempre me chamou a atencéo, fomentando uma curiosidade em
entender, mais profundamente, as vias patobiologicas relacionadas a asma e 0s mecanismos
genéticos que regem e determinam tamanha diversidade clinica, sobretudo no contexto atual de
emergéncia dos medicamentos imunobiolégicos como o omalizumabe e medicamentos
antinterleucinas, aprovados na faixa etéria pediatricas.

Neste sentido, a equipe do CEMAD da Universidade Federal da Bahia e do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da UFMG se propuseram avaliar polimorfismos genéticos de vias
imunobioldgicas relacionadas a asma grave que possam explicar a refratariedade ao tratamento
e me integrei a equipe com minha admissdo no mestrado. Esse trabalho foi aprovado pelo COEP

4.048.940 e realizado em cooperagdo com as duas instituicoes.
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2. POLIMORFISMOS GENETICOS EM VIA IMUNOLOGICA E ASMA
PEDIATRICA

2.1. Introducgéo

Estudos epidemioldgicos nacionais estimam que mais de 20 milhdes de brasileiros,
entre criancas e adultos tém asma.lEm 2006, Solé et al. realizaram um estudo com 23.422
criancas e adolescentes de 20 cidades brasileiras e verificaram que a prevaléncia da asma foi de
24,3% em criangas em idade escolar e de 19% nos adolescentes, evidenciando o impacto que a
asma tem na populacdo pediéatrica.2

Apesar de a maioria dos pacientes atingirem o controle da asma com as terapias
atualmente disponiveis, menos de 5% dos asmaticos ndo respondem adequadamente,
necessitando de altas doses de corticoide inalado (CI), além de associacbes com outros
medicamentos, como beta-agonistas de longa acdo (LABA), antileucotrienos e corticoides
orais, classificados, portanto, como asma grave.® Um estudo realizado na Holanda em 2015,
utilizando a definicdo da American Thoracic Society/European Respiratory Society
(ATS/ERS), estimou que 3,7% dos asmaticos tinham asma grave. 4 J4 um trabalho, realizado
em 2018, no Reino Unido, estimou que a proporc¢do de individuos com asma grave eosinofilica
n&o controlada era menos de 1% na populacio geral de asma. °

Apesar de minoria, a morbidade da asma grave é elevada ®’ pois além de onerar o
sistema de salde com idas frequentes aos servi¢os de urgéncia e internacdes, esses pacientes
estdo sujeitos aos efeitos adversos das altas doses de medicacGes e tém risco de
comprometimento da fungdo pulmonar.?® Isso foi demostrado em uma coorte pediatrica de
asma grave, a qual mesmo com o uso de doses elevadas de Cl associado a outros controladores,
n&o promoveu melhora de fungéo pulmonar.°

Dentre os pacientes com asma grave, a European Respiratory Society (ERS) considera
gue mesmo em uso de doses diarias elevadas de corticoides inalatérios (mais de 500mcg de
fluticasona ou equivalente), uma parcela de criancas ndo obtém o controle clinico e funcional
satisfatorio, caracterizando a refratariedade ao tratamento.® Em estudo brasileiro de coorte
pediatrica com 36 pacientes com asma nao controlada foi demonstrado que 55,6% dos pacientes
eram refratarios ao tratamento.® Uma série de mecanismos tentam explicar essa falta de resposta
ao tratamento habitual: combinagdo da agdo de interleucinas na inflamagéo das vias aéreas,
remodelagdo continua das vias aéreas com consequente perda da funcéo pulmonar ao longo do
tempo, producdo de forma inativa de receptor de glicocorticdide, expressdo de genes

proinflamatorios. 3
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De fato, a heterogeneidade da asma grave e a pouca compreensdo dessas vias
patoldgicas envolvidas dificultam a identifica¢do de alvos terapéuticos assertivos, sobretudo na
era dos imunobioldgicos.'t Para melhor entender essa heterogeneidade, o conceito de
fenotipagem tém emergido integrando caracteristicas clinicas a diversas vias bioldgicas,
contemplando alvos genéticos, moleculares e celulares, os chamados endétipos da asma.213
Isso porque atualmente ndo ha biomarcadores ou fenétipos bem estabelecidos para asma
pediatrica grave refrataria, sendo o diagnostico baseado na historia clinica e funcdo pulmonar.
14

Entre os multiplos e complexos fatores que podem contribuir para o descontrole dos
sintomas da asma, a predisposicdo genética é considerada um fator importante.* Por exemplo,
dados disponiveis de estudos farmacogenéticos sugerem que entre 60-80% da variabilidade nas
respostas terapéuticas & farmacoterapia € determinada geneticamente. 161

Varios polimorfismos de genes que codificam diferentes enzimas, receptores e citocinas
envolvidas na terapia medicamentosa e nas vias de inflamagdo da asma pediatrica tém sido
descritos, a exemplo; genes que codificam o receptor b2-adrenérgico (ADRB2), receptor 1 do
horménio liberador de corticotrofina (CRHR1), gene ORMDL3, interleucina-4 (IL4),
interleucina-13 (IL13) , receptor de interleucina 4A (IL4ARA), Fator de Necrose Tumoral
(TNF), interleucina-33 (1L33), interleucina-17 (IL17) e interleucinal0 (1L10).15,20 O
conhecimento desses polimorfismos na populagéo brasileira, caracteristicamente miscigenada
é de suma importancia a fim de criarmos painéis de biomarcadores concebidos para permitir
uma medicina personalizada com base no perfil genético do individuo.

Dessa forma, diante das varias possibilidades genéticas de estudo e a escassez da
literatura na asma grave pediatrica o presente estudo tem como objetivo fazer uma reviséo
narrativa sobre o papel da fisiopatologia das interleucinas IL-17 e IL-10 explorando seus

polimorfismos genéticos e sua possivel relacdo com o fenotipo de refratariedade do tratamento.

2.2. Métodos

Foi realizada revisdo nao sistematica da literatura. Foram utilizadas as seguintes bases
de dados: PublicacBes Médicas-PUBMED/MEDLINE e Biblioteca Virtual em Saude (BVS),
utilizando-se a seguinte estratégia de busca: (Asthma) AND (Child OR Adolescent OR
Pediatrics) AND (Interleukin-10 OR IL-10 OR Interleukin-17 OR IL-17 OR "Interleukin 10"
OR IL10 OR "Interleukin 17" OR IL17) AND ("Genetic Variation" OR "Polymorphism,
Genetic" OR "Genetic Variant” OR "Gene Polymorphism™ OR "Genetic Polymorphism™).
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Foram selecionados artigos originais, publicados nos ultimos 20 anos, nos idiomas:
inglés, portugués e espanhol que contemplassem os seguintes critérios de inclus&o:

1. Genes e polimorfismos genéticos das interleucinas 1L10 e IL17 relacionados a asma
pediatrica, contemplando apenas criancas e adolescentes até 18 anos

A busca foi finalizada em abril de 2022 sendo acrescentados artigos encontrados em
referéncias secundérias, originais ou ndo. Foram ainda, adicionados artigos conceituais para
fundamentacdo teorica.

Apds a busca, foram analisados os titulos dos estudos originais e realizado levantamento
da presenca dos critérios de inclusdo nos artigos. Ap6s escolha dos artigos, foram lidos os
resumos e selecionados os artigos que se enquadrassem nos critérios de inclusdo para leitura na
integra.

FIGURA 1. FLUXOGRAMA DA SELECAO DOS ESTUDOS

Estudos encontradosapds anélise
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2.3. Resultados

Identificaram-se 103 artigos nas bases de dados consultadas, mas 39 foram selecionados
para avaliagdo. Desses, foram excluidos 14 devido a duplicidade e 13 por ndo preencherem os
critérios de inclusdo. Dentre os 12 artigos eleitos para a anélise foram acrescentados outros 4
artigos oriundos de fontes secundarias, totalizando 16 trabalhos para analises.

A Tabela 1 traz os principais achados em relacdo aos polimorfismos da I1L10 e IL17
relacionados com asma encontrados na literatura:

TABELA 1. ANALISE DE ESTUDOS DE POLIMORFISMOS DE IL17 E IL10 cOM ASMA

SNV Populagéo Gene Associagdes Referéncias
rs2275913 ) o Maalmi et al.,
Tunisia IL17A Asma pediatrica
2014
] o Maalmi et al.,
rs2397084 Tunisia IL17F Asma pediéatrica
2014
Asma com aumento de IgE
rs2275913 _ Chenetal.,
China IL17A e alteracdo de funcao
2010
pulmonar
) Wang et al.,
rs8193036 Taiwan IL17A Asma
2009
rs1974226 Brasil IL17A Asma Silvaetal., 2019
Associacdo negativa Asma  Schieck et al.,
rs7741835 Alemanha  IL17F L .
ndo atopica e asma atopica 2014
rs4819553, Sem associa¢do com risco
) ) Lauhkonen et al,
rs4819554  Finlandia  IL17RA  de asma e perda de funcéo 2021
rs4819558 pulmonar ap6s BVA
) ) Diminuicao risco Asma Holster et al.,
rs2275913  Finlandia IL17A
apos BVA 2017
) ) Asma na adolescéncia ap0s Holster et al,
rs1800896  Finlandia IL10
BVA 2019
rs1800896 ] o .
) Hiperresposividade a _
rs1800871 Coreia IL10 Kim et al, 2011

rs1800872

metacolina (rs1800896)
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rs1518111
rs3024490 ] ) Mocellin et al,
Brasil IL10 Gravidade da asma
rs3024496 2021
rs3024491
rs1800896 Arabia . Hussein et al,
) IL10 Asma atopica
Saudita 2014
rs1800896
rs1800871 Caucasianos Niveis de IgE
_ IL10 Lyon at al, 2004
rs1800872 americanos Funcdo pulmonar
4299 T/C
Niveis de controle e de IL-
rs1800896 )
_ 10 na asma moderada e Smolnikova et
rs1800871 Russia IL10
grave al, 2013
rs1800872
_ Asma Huang et al.,
rs1800896 China IL10
2016
rs1800896
_ Zhang et al.,
rs1800871 China IL10 Asma e aumento de IgE 2002
rs1800872
_ _ ) Figueiredo et al.,
rs3024492 Brasil IL10 Sintomas de asma atopica

2012

Como pode- se observar a maioria dos estudos foram desenhados para avaliar a
associacdo entre asma e polimorfismos genéticos, mas alguns deles os resultados nédo
evidenciaram associacdo com determinados polimorfismos. Poucos trabalhos avaliaram a
associacdo com a gravidade da asma e, nenhum envolvendo pacientes com asma grave

refrataria.

2.4. Discussao

A asma grave pediatrica tem sido caracterizada como uma doencga de respostas imunes
Th2 desreguladas a alérgenos ambientais. Ja & bastante conhecido que o0 mecanismo
patogenético da asma pediatrica € mediado por células T helper-2 (TH2). Assim, quando fatores

ambientais interagem com células epiteliais brénquicas em individuos susceptiveis e ocorre
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uma resposta inflamatdria, as células Th2 produzem IL-4, IL-5, e IL-13. Entre outras a¢des, a
IL-4 estimula as células ThO a se diferenciarem para Th2, e também induzem uma mudanca na
producdo de imunoglobulinas pelas células B para classe IgE. Como resultado, nas vias aéreas
inferiores, aparecem eosindfilos, producéo de muco e contragdo da musculatura lisa. 2

Contudo, os pacientes com asma grave parecem manifestar diferentes padrbes de
inflamacdo das vias aéreas que ndo podem ser explicados apenas pela resposta Th2.22 Em
estudo realizado com 53 criangas com asma grave resistentes a terapia (STRA) acompanhadas
no servico de Pneumologia Pediatrica do Hospital Royal Brompton, foi visto em amostras de
escarro, lavado broncoalveolar e biopsia pulmonar que a eosinofilia era uma caracteristica
marcante no processo inflamatorio das vias aéreas, mas essa ndo estava relacionada as
interleucinas tipicas da inflamacdo Th2, ja que 1L4, IL-5 e IL-13 foram indetectaveis nesses
pacientes, 23

Esses dados sugerem que as citocinas Th2 até podem ter iniciado a inflamacéao
eosinofilica em pacientes com STRA, mas evidenciam claramente que ndo foram responsaveis
pela manutencdo desse tipo de inflamacdo, ressaltando a importancia de se conhecer outros
mediadores envolvidos no processo de inflamacdo e resisténcia a esterdides.21 Em estudo
brasileiro ndo foi encontrada diferenga significativa entre asma grave refratéria e asma grave
de dificil tratamento em relacdo ao padrdo de celularidade em amostra de escarro induzido,
sendo que eosinofilia do escarro persistiu em 25% dos pacientes mesmo apos a otimizacdo do
tratamento.®

Algumas vias alternativas que pudessem explicar a heterogeneidade da asma grave e as
diferentes respostas aos medicamentos seria as relacionadas as citocinas I1L-10 ou derivadas de
linfécitos Th1l7 como IL-17A e IL-17F. Por isso, se faz necessario entender a regulagdo da
producdo da IL-17 e da IL-10, seus mecanismos de a¢do no pulméo e as bases genéticas
relacionadas a asma grave e refrataria pediéatrica.

A IL17 é uma glicoprotéina sintetizada pelas células T helper CD4+, um subconjunto
de células definidas como Th17.2° Sua familia é composta por 6 membros: IL-17A até IL-17F,
sendo que a IL-17A e a IL-17F s&o os membros mais proximos com 50% de homologia.?* O
gene IL17A esta localizado no cromossomo 6q12.1, regido gendmica associada & asma.?

Foi descrito também um subconjunto de células de memdria Th2 humanas que séo
capazes de produzir simultaneamente citocinas Th17 e Th2, encontradas principalmente no

pulmdo.21 Essas células Th2 produtoras de IL-17 expressam fatores de transcricio GATA3 E
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RORyT, necessarios no desenvolvimento das linhagens Th2 e Th17, 26 como descrito na Figura
2:

Figura 2. (Adaptado de Wang,H. Wills-Karp, M.21): ap0s exposicao a alérgenos e agentes
infecciosos, as células dentriticas (DC) sdo ativadas por moléculas como TSPL (linfopoietina
timica) ou C3 (anafilatoxina), as quais induzem as células T virgens a se diferenciarem em
células TH2 ou TH17. Dependendo dos sinais inflamatorios locais, as células TH2 podem se
tornarem produtoras de IL-17 que promovem a gravidade da asma.

’ Allergens

Mild asthma

o

IL-1B
IL-6
IL-21

IL-23, IL-6, IL-1B @

—— Severe asthma

O envolvimento da IL 17 na asma € explicado pela secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias (por exemplo, TNF, IL-6, IL-1'y) e quimiocinas (CXCL2 E CXCL-IL8)
desencadeando a infiltracdo de neutrdéfilos, favorecendo a hipersecrecéo de muco, a hiperplasia
de células caliciformes e a proliferacdo do musculo liso das vias aéreas.?’2°

Em estudo com camundongos, foi demostrada uma ligacdo causal entre as células Th17
e a insensibilidade aos corticoides na asma.** Foi observado que os tratamentos com
glicocorticoides ndo anularam a producdo de IL-17 por celulas Th17 in vitro, enquanto que 0s
tratamentos com glicorticoides foram eficazes na inibi¢do de doencas causadas por Th2. Uma
das razdes desses achados seria pela maior expressao de receptor de glicorticoide beta (GR p),
a forma inativa desse receptor, induzida pela 1L-17.2°

A correlacdo da gravidade e do controle da asma pediatrica com os niveis de IL-17
foram comprovadas em estudo realizado por Chen et al com 120 criancas asmaticas entre 5-18
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anos, dentro das quais 10 delas eram asma grave. Esse trabalho evidenciou que 0s niveis séricos
de IL-17 foram positivamente correlacionados com a FeNO e o C-ACT.31 Isso tambeém foi
observado em estudo realizado por Alyasin et al, em que as concentracGes séricas da IL-17 e
expressao génica de mRNA de IL17 estava maior nas criangas com fendtipos graves em relagédo
aquelas com asma leve/moderada.®?

J& a IL-10 é um importante fator anti-inflamatério secretado por diferentes células do
sistema imune incluindo linfocitos Thl, Th2, Th17, linfécitos CD8+ e linfocitos B, mediante
expressao do seu gene localizado no cromossomo 1g31g32. Além de inibir a sintese de TNF
(fator de necrose tumoral) e IL-2, bem como citocinas relacionadas a inflamagao alérgica como
IL-4 e IL-5 também reduz o efeito citotoxico e diminui a producéo de NO. 33-%

Sua relagdo com a asma diz respeito a sua producdo diminuida em detrimento do
aumento de citocinas pré-inflamatorias, como IL-4 e IFN-y (interferon-gama) favorecendo a
remodelacgdo das vias aéreas, a limitacdo do fluxo aéreo e o dano ao tecido pulmonar. Assim, a
IL10 inibe o aparecimento de asma por inibir a producdo de citocinas Th2, bem como a
infiltraco de eosinofilos. ** Isso foi demonstrado em estudo com criangas japonesas com asma
leve a moderada realizado por Tomiita et al, onde foi observado que existem significativamente
menos células produtoras de IL-10 em pacientes com asma em compara¢ao com controles ndo
asmaticos, mostrando menor producéo de IL-10 em pacientes com asma.>®

Corroborando com esses achados, foi demonstrado em uma coorte de criancas inglesas
entre 5 e 16 anos, incluindo 19 pacientes com asma grave e refrataria ao tratamento, ja em uso
de 800mcg ou mais de beclometasona, a reducdo dos niveis de IL-10 no lavado broncoalveolar
em comparagdo com criancas ndo asmaticas, as quais tiveram aumento progressivo apos
tratamento com dexametasona. ¥

No entanto, outros estudos mostraram resultados conflitantes. Em estudo brasileiro com
45 criangas com asma grave sendo 13 destas, asma grave refrataria a terapia (STRA), Eller et
al observou que os niveis de IL-10 em amostras de escarro estavam maiores no grupo de
asmaticos refratarios. 38 Hussein et al, avaliando 65 criangas com asma grave e 50 controles
saudaveis, observou que ndo houve diferenca significativa no nivel de IL-10 entre os 2 grupos.®
Esses resultados incongruentes podem ser explicados pelo fato de que a funcdo da IL-10 pode
ndo estar relacionada apenas ao seu nivel sérico, mas também a outros fatores como sua
expressao génica.

Como possivelmente a dosagem das interleucinas pode sofrer variagdo conforme o uso

de corticoides ou variar dependendo do local da coleta, a avaliagdo dos polimorfismos faz-se
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necessaria. Maalmi et al avaliaram quais polimorfismos da IL17A e IL17F tinham de fato
relagdo com a asma na faixa pediatrica na Tunisia. Foram selecionadas 171 criangas asmaticas,
dentre as quais 9 eram asma grave e avaliado 3 polimorfismos: rs2275913 (IL17A), rs2397084
ers763780 (IL17F), sendo que apenas os dois primeiros mostraram, de fato, associacdo com a
asma pediatrica. ** Com metodologia semelhante, Wang et al avaliaram 9 polimorfismos da IL-
17A em amostra de criancgas entre 5 e 12 anos com mais de mil criancas asméticas do Taiwan.
Nesse trabalho, o Unico polimorfismo que evidenciou associacdo com asma pediatrica foi o
rs8193036 da IL17A. IL17A. Contudo, nesse trabalho ndo houve uma diferenciacdo de
gravidade da asma e parametros de fungio pulmonar entre as criancas envolvidas. *°

Schieck et al, em um grande estudo multicéntrico de criangas alemas oriundas das
coortes Multicentre Asthma Genetics in Childhood (MAGICS) e International Study of Asthma
and Allergy in Childhood, phase 1l (ISAAC I1) se propuseram a avaliar se genes da via TH17
influenciavam na ocorréncia de asma e em niveis séricos de IgE durante a infancia. Foram
avaliados 203 polimorfismos de 17 genes envolvidos nessa via, mas 0 rs9395766 IL17A teve
associacdo positiva com asma atdpica, enquanto que o rs7741835 IL17F foi associado
negativamente com asma, e ambos os fenétipos de asma, atopica e ndo atopica. * De modo
semelhante, aqui no Brasil um estudo realizado com criangas de Salvador/Bahia avaliou
variantes em genes daviada IL17 e encontrou que 0 SNV rs1974226 na IL17A estava associado
positivamente a asma.*? Variantes nos genes IL17RC, NFKB1 e RORC também foram
associados ao risco de asma nessa populacgéo.

Ja com criangas chinesas asmaticas, Chen et al, mostraram que pacientes com aumento
de IgE e fungéo pulmonar alterada para padréo de obstrucdo mostraram forte associagédo com a
expressdo do genotipo homozigoto AA do polimorfismo rs2275913 na IL17A.25 O impacto
funcional desse polimorfismo a nivel de expressdo da citocina foi demonstrado no sangue do
cordao umbilical humano, sugerindo que tal variante pode contribuir para o desenvolvimento
da asma em um estagio inicial da vida.**

Em uma avaliacdo retrospectiva e considerando que muitas das criangas asmaticas,
iniciam seus quadros de sibilancia com quadros de bronquiolite, esse mesmo polimorfismo
(rs2275913 IL17A) foi avaliado por Holster et al, com o objetivo de avaliar o impacto de uma
bronquiolite antes dos 6 meses de vida em relagdo a presenca de asma, uso de medicacao para
asma e presenca de rinite alérgica em escolares e adolescentes.** Nesse trabalho, esse
polimorfismos foi associado com diminui¢do do risco de asma pos bronquiolite entre os

adolescentes entre 11-13 anos, mas ndo mais cedo durante o periodo escolar. Lauhkonen et al,
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também nédo observaram associagdo com asma ou alteracéo da funcéo pulmonar apds episédios
de bronquiolite avaliando polimorfismos do receptor da IL-17 (IL17R). 4

No caso da IL-10, uma metandlise realizada por Huang et al, envolvendo 16 estudos
caso-controle compreendendo 2.494 casos e 2.160 controles avaliou a associagcdo entre
polimorfismos na regido promotora da I1L10 e o risco de asma pediatrica.®® Esses estudos se
concentraram na analise de 3 polimorfismos da IL10: rs1800896 (-1082G/A), rs1800871 (-
819C/T)e rs1800872 (-592C/A) e observaram que o primeiro foi associado com o risco de
asma, sendo observado uma frequéncia do alelo G de 14,72% em asiaticos e 43,98% em nao
asiaticos. Outro resultado observado foi que heterozigose de -1082G/A foi significativamente
associado a asma ndo atopica, enquanto que a forma recessiva estava relacionada a asma
atopica. Lyon et al avaliando esses mesmos polimorfismos entre 518 criancas da coorte
Childhood Asthma Management Program (CAMP) com asma leve e moderada observou
correlagdo positiva com os niveis de IgE e sem associacdo com a funcdo pulmonar, sendo
observado apenas que a presenca do alelo C do polimorfismo 4299 T/C estava relacionada a
aumento de VEF1.45 Ja a funcdo pulmonar foi avaliada por Kim et al avaliando esses mesmos
3 polimorfismos em 333 criangas asmaticas. Foi observado que apenas o polimorfismo
rs1800896 estava relacionado com hiper-reatividade bronquica testada com metacolina. 46

Hussein et al, ao avaliar o SNV rs1800896 em 200 criancas asmaticas da Arabia Saudita,
sendo 65 delas com asma grave, observaram relevancia estatistica com asma atdpica quando
comparados aos controles. Além disso, os niveis séricos de IgE total foram significativamente
maiores em pacientes de asma grave e com gen6tipos de AA e GA do que com GG. ¢

Zhang et al relataram que a substituicdo C-T do polimorfismo rs1800871 poderia
aumentar o nivel sérico total de IgE, possivelmente devido ao aumento da expresséo de IL-
10.47 Adicionalmente, Smolnikova et al, et al. concluiram que individuos com o genétipo AA
do rs1800872 do gene IL10 estava ausente no grupo controle e numa porcentagem pequena no
grupo de asma controlada, sugerindo que a variante A desse alelo também foi correlacionada
com menores niveis de IL-10 e gravidade da asma.

Mocellin et al em estudo com criancas brasileiras observou, estudando 4 SNVs de 1L10
(rs1518111, rs3024490, rs3024496 e rs3024491), que a asma moderada estava associada a alta
frequéncia do alelo T do SNV rs3024491, o qual o genotipo TT dessa variante correlacionava-
se com reducéo da IL-10 e aumento de células T reguladoras, sugerindo possiveis mecanismos

que influenciam na gravidade da asma. #°
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De forma semelhante ao estudo com IL17, o risco de asma ap6s bronquiolite também
foi estudado por Holster et al com polimorfismos de I1L10. Nesse estudo foi observado que a
presenca do alelo A do gendtipo rs1800896 correlacionava-se com o diagnostico de asma e uso
de corticoide inalatério na adolescéncia em torno dos 11-13 anos. *

No Brasil, Figueiredo et al. demonstrou que o polimorfismo rs3024492 da IL10, ainda
pouco estudado na asma estd associado positivamente com sintomas de asma atopica em

criancas da cidade de Salvador/BA.>

2.5. Concluséao

A asma é uma doenca heterogénea caracterizada por mecanismos fisiopatoldgicos
complexos de genes e interleucinas que interagem em diversos fenotipos clinicos. Evidéncias
emergentes sugerem que a ativacdo das células produtoras de IL-17 pode estar associada a
resposta Th2 low e ao desenvolvimento de formas graves da asma, como consequéncia de
predisposicdo genética Adicionalmente, um comprometimento genético da adequada resposta
imunorregulatéria da via IL-10 pode contribuir para uma maior susceptibilidade para o
desenvolvimento da asma grave em criancas. Entretanto, até 0 momento, Sdo escassos 0S
estudos avaliando o impacto de variantes genéticas na IL17 e na IL10 com a gravidade e
controle terapéutico de criangas com asma. Assim, mais estudos com criancgas especificamente
com asma grave sdo necessarios para melhor explorar os fatores que regulam a producédo das
IL-17 e da IL-10, a fim de elucidar os mecanismos fisiopatologicos que medeiam a gravidade
e o controle da asma, otimizando custos e tratamento para essa parcela de pacientes com asma

grave.
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3. POLIMORFISMOS GENETICOS DE IL10 E IL17 NA ASMA GRAVE
PEDIATRICA

3.1. Introducéo

A asma grave é uma condicdo clinica incomum na faixa etaria pediatrica, acometendo
menos de 5 % das criancas com asma.! No entanto, abrange fenotipos diversos quanto a
frequéncia e gravidade dos sintomas, fungdo pulmonar e resposta ao tratamento.? Uma
importante razdo para o sucesso limitado no controle da asma grave, e consequentemente, sua
elevada morbidade é provavelmente a natureza heterogénea da doenca, cuja patogénse resulta
de uma interacdo de fatores ambientais e variabilidade individual associados a uma base
genética complexa.®

Classicamente, a asma alérgica é orquestrada pela resposta imune do tipo T-helper 2
(Th2) que é mediada por citocinas, incluindo IL4, IL5 e IL13, responsaveis pela classica
eosinofilia, producdo de IgE, hiperresponsividade das vias aéreas e remodelacdo das vias
aéreas. No entanto, o paradigma Th2 falha na interpretacao de todo o espectro de gravidade da
asma.* Estudos tém demonstrado que a heterogeneidade da asma pode ser explicada com
fendtipos moleculares distintos abrangendo respostas Th2-high e Th2-low e uma variedade de
interleucinas.®> Além disso, em avaliagdo broncoscopica de criancas com asma grave refrataria
a terapia com corticoides foi visto que, ao contrario dos adultos, apesar da inflamacéo
eosinofilica na via aérea, os mediadores Th2 encontravam-se na sua maioria, ausentes. °

Dessa forma, a asma grave pode ser regida pela inflamacao de citocinas ndo relacionadas
a via Th2 classica. * Nesse contexto, interleucinas como 1L10 e IL17 podem explicar a
dificuldade de controle clinico e funcional nesse grupo de pacientes e sua refratariedade ao
tratamento. A IL10 atua reduzindo a inflamac&o alérgica, ao inibir a producgéo de citocinas pro-
inflamatorias. Na asma grave, possivelmente ocorre resposta anti-inflamatoria defeituosa de
IL10 a doses crescentes de esterdides inalatorios nesses pacientes. ’ Ao contréio da I1L-10, a IL-
17 atua estimulando a producdo de citocinas inflamatérias do perfil TH17, contribuindo para a
inflamagéo das vias aéreas.®

VariacOes nos genes das vias da IL10 e da IL17 podem estar envolvidas na fisiopatologia
da asma atdpica.>'° Varios polimorfismos no gene IL10 como rs1800896, rs1800871 e
rs1800872, foram descritos em metanalise de pacientes pediatricos de diversas etnias avaliando
o risco de asma. 1° Ja estudo brasileiro com criancas asmaticas, avaliando o polimorfismo
rs302449 da 1L10 observou associacdo com a gravidade da asma moderada. * Em relagéo a

IL17, também foram descritos SNVs com o risco de asma como rs2275913 e rs2397084 em
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criangas na Tunisia ou com o risco de asma apds quadros de bronquiolites em criangas chinesas.
1213 Entretanto, ndo foram encontrados estudos prévios associando variantes genéticas da 1L10
e IL17 apenas com asma grave e seu controle clinico.

Como estas citocinas desempenham papéis importantes na patogénese da asma, 0s seus
polimorfismos genéticos podem ser biomarcadores Gteis de caracteristicas individuais de
pacientes, 0s quais, por sua vez, podem ser levados em conta para o ajuste dos regimes
terapéuticos. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar associacdes entre
polimorfismos nos genes IL10 e IL17 com a susceptibilidade a asma grave, o controle da asma
e a responsividade ao broncodilatador em uma amostra de criangas e adolescentes com asma

grave.

3.2. Pacientes e Métodos

Foi realizado um estudo transversal observacional, aninhado a uma coorte prospectiva
de asma grave, no periodo entre 2021 e 2022 no Centro Multidisciplinar para Asma de Dificil
Controle (CEMAD) do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(HC/UFMG) em colaboragdo com o Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
de Minas Gerais (ICB — UFMG) e com o Laboratorio de Imunofarmacologia e Biologia
Molecular (IMUNOBIO) do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia
(ICS/UFBA).

Foram recrutados de uma coorte bem selecionada de asma grave 62 pacientes, em
acompanhamento clinico durante uma média de 4 anos, o que permitiu a validacdo do
diagnostico de AG, a avaliacdo dos fatores associados a falha do controle (diagnéstico
diferencial, comorbidades, fatores ambientais, adesdo, técnica inalatoria) e o ajuste das
medicacdes de acordo com o nivel de controle da asma, segundo o protocolo do servi¢o segundo
protocolo previamente publicado. 1416

Nessa coorte, o diagnostico de AG foi definido naqueles pacientes sem controle clinico
ou com controle dos sintomas as custas de elevadas doses de corticoide inalado associados a
LABA e/ou outros controladores, e/ou uso frequente ou crdnico de corticoide oral (CO), além
de um diagnostico funcional bem estabelecido durante seu acompanhamento ao longo dos anos
(espirometria diagnostica com elevacgdo de 12% e/ou 200 mL do VEF1 ap6s administracéo de
broncodilatador de curta acdo). Os pacientes selecionados foram ainda classificados em AG
refratarios (ndo controlados) e néo refratarios (controlados) ao tratamento. A AG refrataria foi

caracterizada pela auséncia de controle dos sintomas, mesmo com a utilizagdo de elevadas doses
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de corticoide inalado conforme a idade, associado ao 2 agonista de a¢do prolongada e/ou
antileucotrienos e uso frequente ou crénico de CO, conforme Global Initiative for Asthma. '

Foram excluidos participantes com parentesco de 1° grau como irmaos, outras doencas
pulmonares crénicas, além dos que ndo concordaram em participar da pesquisa.

Foram ainda selecionados para controles genético 19 adultos sadios entre 20 e 57 anos,
cuja participacao foi divulgada em faculdades de medicina, publica e privadas, da cidade de
Belo Horizonte. Asma, rinite alérgica e dermatite atopica foram excluidas nos controles
utilizando-se o questionario International Study of Asthma and Allergies in Childhood
(ISAAC), previamente utilizado em estudos com adultos brasileiros.

Para a admissdo no estudo, foram realizadas avaliagdo de variaveis clinicas e funcionais
e a coleta de sangue periférico para a genotipagem, 0s quais ocorreram entre agosto e dezembro
de 2021. Os pacientes foram divididos em 3 grupos: Grupo 1: controle saudavel, Grupo 2: asma
controlada e Grupo 3: asma ndo controlada para avaliagdo dos 3 desfechos: suscetibilidade a
asma grave, controle da asma e reversibilidade ao broncodilatador.

Inicialmente, foram coletadas informacdes pregressas e variaveis sociodemograficas: a
idade do inicio dos sintomas e do uso do corticoide inalado, tempo de acompanhamento no
servico, relato de exposicdo a tabagismo materno na gestacéo e tabagismo passivo atual do
paciente, internagéo anterior em Centro de Terapia Intensiva (CTI) devido a asma, exacerbagéo
grave da asma nos altimos 12 meses anteriores (caracterizada por necessidade de uso de
oxigénio suplementar ou corticoide sistémico).*’

Os pacientes ainda foram avaliados em relacdo a comorbidades relacionadas a asma
(rinite alérgica e atopias, transtornos emocionais e comportamentais, doenca do refluxo
gastroesofagico e sindrome do respirador oral) em avaliagdo multidisciplinar. O diagndstico e
a classificacdo da gravidade da Rinite foram definidos conforme os critérios do Allergic
Rhinitis and its Impact on Asthma (ARIA).*°

A dose do corticoide inalado, foi avaliado em equivaléncia com a budesonida. A taxa
de adesdo ao corticoide inalado, considerada otimizada quando acima de 80%, foi obtida pelo
calculo da porcentagem da dose total recomendada em relacdo a dose utilizada, verificando-se
a contagem de doses no inalador pressurizado dosimetrado e a contagem das capsulas utilizadas
em inaladores de p6. !® Foram também avaliados o uso atual antileucotrienos ou
imunobiologicos. Foram utilizados inaladores de p6 com as formulacbes da budesonida em
associacao a formoterol (Alenia® - Aché Laboratorios Farmacéuticos S/A., Guarulhos, Brasil);
nebulimetros pressurizados contendo fluticasona em associacdo a salmeterol (Seretide® -
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GlaxoSmithKline, Stevenage, Reino Unido) e omalizumabe (Xolair; Novartis Biociéncias S/A.,
Sdo Paulo, Brasil).

No dia da coleta do sangue, foi avaliado o nivel de controle da asma nas Gltimas quatro
semanas utilizando parametros estabelecidos pelo GINA. 1 Usou-se ainda o Asthma Control
Test (ACT), 20 em maiores de 12 anos e em criangas com idade de 5 a 12 anos utilizou-se c-
ACT, definindo auséncia de controle os valores abaixo de 20 do total de 25 pontos. %

O teste alérgico foi realizado através da punctura da pele com exposicao de alérgenos é
considerado positivo quando o tamanho da papula foi superior a 3 mm em relacéo ao controle
negativo. 22 Os seguintes alérgenos foram testados (IMUNOTEC, Sdo Paulo, Brasil):
Dermatophagoydes Pteronyssinus, Dermatophagoyde Farinae, Blomia Tropicalis, epitélio de
cdo e gato, Aspergillus, Penicillium, Periplaneta Americana e Cladosporium. Foram também
avaliados o valor sérico da imunoglobulina IgE e da eosinofilia periférica.

Foram mensurados peso, estatura e indice de massa corpérea / idade (IMC), em valores
absolutos para avaliacdo do diagndstico nutricional.

As espirometrias atuais foram realizadas dentro dos meses de coletas dos dados,
utilizando o espirdmetro Koko PFT Spirometer (Koko® Spirometer, PDS Instrumentation,
Louisville, CO, EUA) conforme recomendacfes da American Thoracic Society (ATS) antes e
ap6s a administracao da dose de 400 pg de salbutamol por nebulimetro pressurizado. Foram
consideradas variagdo significativa ao broncodilatador (BD) ou reversibilidade ao
broncodilatador as elevacGes de 200 mL ou 12% no Volume Expiratério Forcado do no
primeiro segundo (VEF1).

O sangue periférico foi coletado a vacuo em tubos de 10 ml contendo anticoagulante
EDTA (Vacutainer — BD, E.U.A.) no laboratorio Central do Hospital das Clinicas/fUFMG.
Imediatamente apds a coleta, essas amostras foram processadas no Laboratério de Genética do
ICB/Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG. As amostras de sangue foram centrifugadas
em centrifuga Kasvi ® a 3000 RPM por 10 minutos a 4°C. Apos a centrifugacdo, foi realizada
a separacdo do plasma e do buffy coat, os quais foram colocados em tubos eppendorf cada um
e, posteriormente, congelados para o envio ao Laboratério de Imunofarmacologia e Biologia
Molecular (IMUNOBIO)/UFBA, de acordo com as normas da ANVISA para transporte,
seguranca e armazenamento de material imunobioldgico.

No IMUNOBIO - ICS/UFBA foi realizada a extracdo do DNA a partir de amostras de
sangue de acordo com o protocolo do kit Gentra® Puregene® Blood Kit (Quiagen). Todas as
amostras genotipadas foram uniformizadas & concentracdo de 5 ng/pl e armazenadas a -30°C
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até seu uso. Foram genotipados 0s SNVs rs3819024 e rs2275913 na IL17A e o0 rs3024498 na
IL10, que foram selecionados baseado em estudos prévios de associacdo com asma. A
genotipagem foi realizada usando a tecnologia de TagMan probe-based 5 -nuclease assays
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) no equipamento QuantStudio 12K da Applied
Biosystem. Apds a realizacdo dos ensaios foram considerados para anélise apenas SNVs com
taxa de genotipagem “call rates” de no minimo 93% e que apresentaram p> 0.05 na analise de
equilibrio de Hardy—Weinberg usando os individuos saudaveis da populacdo. Como controles,
utilizamos pocos sem DNA para avaliar amplificacdo inespecifica.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Minas Gerais (CEP) 4.048.940. Todos 0s pacientes e seus responsaveis que consentiram em

participar do estudo e assinaram o termo de assentimento e consentimento livre esclarecido.

3.2.1. Anélise estatistica

As variaveis foram digitadas em um banco de dados e analisadas com IBM SPSS
Statistics software package, version 22.0 (IBM Corporation, Armonk, NY,United States).

A distribuicdo normal das varidveis quantitativas foi analisada pelo teste de Shapiro-
Wilk. Os dados foram expressos como média + desvio-padrao, mediana (quartil 1 — quartil 3)
ou frequéncia relativa (frequéncia absoluta), conforme o tipo de varidvel. Para a comparacgéo
entre 0s grupos (pacientes vs controles ou genotipos), foram utilizados os testes t de Student
néo pareado ou Mann- Whitney, conforme indicado. Os valores de p<0,05 forma considerados
significativos.

As analises de associacdo foram realizadas por Regressdo Logistica em trés modelos
genéticos (alélico, aditivo e dominante), ajustados pelas covariaveis sexo e idade, utilizando o
software Plink 1.9 (Purcell et al., 2007). Foram considerados estatisticamente significativos
apenas os resultados de associagdes de SNVs obtidos com p<0,05, os quais foram revalidados
por meio do céalculo dos procedimentos de permutagdo (Perm), a fim de reduzir o risco de

associaces com resultados falso-positivos de p-valor.?*

3.3. Resultados

Dos 62 pacientes em acompanhamento com asma grave, 6 foram excluidos do estudo
pelo parentesco com outros pacientes selecionados totalizando 56 pacientes entre 5 e 28 anos
com asma grave e 19 controles saudaveis. As variaveis clinicas e funcionais da populagio

estudada estdo descritas na Tabela 2.
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TABELA 2. CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS E CLINICAS DOS

PARTICIPANTES DO ESTUDO

G1. Grupo G2. Grupo asma | G3. Grupo asma p
controle © (NC) (n=
(n=19) (n=19) 37)
Idade, anos 29,84(+ 8,53) 14.632 (£ 3,74) 12,16 (+5,48) G2 e G3: 0,063
8 (42,10%) 10 (52,6%) 18 (48,65%)
Sexo: M/F 0.893
11 (57,90%) 9 (47,4%) 19 (51,35%)
Idade de inicio de sintomas
11 6
(meses) # 0,947
Idade de inicio de Cl
34 0,563
(meses) # 24
Tabagismo materno na 1 (5.26%)
26%
gestacio 3(8,10%) 0,696
. . 0
Tabagismo passivo 6 (31,58%) 17 (45,94%) 0.301
3 _— 0,
Internagéo em CTI 7 (36,84%) 9 (24,32%) 0271
Internacédo grave no ultimo 1 (5.26%
ano (5:26%) 6 (16,21%) 0,237
Comorbidades o (47.37%)
37%
Rinite alérgica 15 (40,54%) 0,699
Rinite + outras 10 (52,63%)
s (]
comorbidades* 22 (59,46%) 0,699
ACT # 24 20 0,0024
Antropometria
51,00 42,15 0,0276
Peso, Kg #
Estatura, cm # 164 147,40 0,0026
IMC, kg/m2 # 20,800 19,000 0,3754
Medicamentos
. 800 800 0,4434
BUD equivalente (mcg)# ---
Adesdo mensurada (>80%) --- 9 (47,37 %) 22 (59,46 %) 0,256
Cl+ LABA 18 (94,74%) 33(89,19%)
Cl+ LABA+
) ) 0 3 (8,11%)
antileucotrieno
Cl+ LABA+ Omalizumabe --- 1 (5,26%) 1 (2,70%)
Teste alérgico, n (%)
. 19 (100,00%) 18 (81,82%) 0,050
Positivo
IgE absoluto
17 (89,47%) 30 (83,33%) 0,539

Positivo
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Eosindfilos periféricos (%)
8,3 7,4 0,4124
#
Funcdo pulmonar #

i 2,820 2,57 0,6817

VEF1 PRE (ml)
VEF1 PRE (%) 86,00 89,50 0,4911
VEF1/CVF 82,00 82,00 0,7304
VEF1 POS (ml) 2,88 2,735 0,5912
VEF1 POS (%) 89,00 94,00 0,4951

Dados referentes a uma média de acompanhamento de 4,78 anos dos pacientes (£ 3,22 anos).

Legenda — G1: grupo 1; G2: Grupo 2; G3: grupo3; C: controlada, NC: ndo controlada; M: masculino; F:
feminino; Cl: corticoide inalatério; CTI: Centro de Terapia Intensiva; *Outras comorbidades: dermatite at6pica,
respirador oral, doenga refluxo gastroesofégico, transtornos emocionais e comportamentais; ACT: Asthma Control
Test; BUD equivalente: dose equivalente & Budesonida; CI + LABA: Corticoide inalatério + p-agonista de a¢do

longa; VEF1: Volume expiratdrio forgado no primeiro segundo; # dados descritos em mediana (1Q25-75).

Observa-se que em relacdo as variaveis clinicas, funcionais e de marcadores bioldgicos
ndo houve diferenca estatistica quanto a idade, sexo, idade de inicio dos sintomas, idade de
inicio de corticoide inalatorio, presenca de tabagismo na gestacdo ou passivo, internagdes
prévias em CTI ou internacdo grave nos Gltimos 12 meses, dose de corticoide inalatorio, adeséo
mensurada, IMC, IgE, eosindfilos, VEF1 pré e pos e VEF1/CVF evidenciando que marcadores
clinicos, funcionais e bioldgicos ndo discriminam os pacientes quanto ao nivel de controle
(controlado X ndo controlado).

Ja variaveis como ACT, peso e estatura, porém ndo IMC mostraram diferencas entre 0s
grupos controlado e ndo controlado. Os dois grupos de pacientes utilizavam corticoide inalado
associado a outros controladores em doses elevadas, ndo havendo diferenga estatisticamente
significantes quanto a dose e taxa de adesdo. Entretanto, o grupo ndo controlado apresentou
menor estatura, evidenciando que nédo apenas a dose elevada, mas a falha no controle da asma
pode interferir no crescimento de forma importante.

Com relacdo aos SNPs estudados, a Tabela 3 apresenta as caracteristicas descritivas das
variantes estudadas:

TABELA 3. CARACTERISTICAS DESCRITIVAS DOS POLIMORFISMOS ESTUDADOS

SNP Gene Cromossomo Posicdo*  1/A2 AF WE Consequéncia
Funcional
rs3024498 IL10 1 206768184 C/T  0.1429 0.3963 3 prime UTR

variant
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rs3819024

rs2275913

IL17A 6

IL17A 6

52185988

52186235

G/A 0.2987 0.4647

A/G 0.2208 0.6999

2KB upstream

variant

2KB upstream

Variant

A frequéncia do menor alelo (MAF) dos 3 SNVs na populagéo estudada foi superior a

10%. Nenhuma variante foi excluida pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) ou por baixa

taxa de genotipagem. As variantes na IL17A estdo na regido 2KB Upstream Variant e a variante

na IL10 esta na regido 3 prime UTR variant.

A associacdo das variantes estudadas da IL10 e IL17 e a chance de asma grave é

mostrada na Tabela 4.

TABELA 4. AsSOCIACAO DE VARIANTES NOS GENES IL10 E IL17 Com AsSMA GRAVE

Asma
. » Controle Caso Valor P
Variante  Genotipo Modelo OR 95%CI
(%) (%) de P Perm
13 44 .
Alélico 087 0,31-241 0,793 0,793
(68,42) (77,19)
rs3024498 6 10 .
TC Aditivo 74,7  0,24-2360 0,141 0,137
(IL10) (31,58) (17,54)
0 3
cC Dominante 74,7  0,24-2352 0,141 0,141
©) (5.27)
12 24
AA Alélico 1,80 0,75-431 0,221 0,1835
(63,16) (44,45)
rs3819024 6 23 »
AG Aditivo 0,005 0,00-2,97 0,105 0,087
(IL17) (31,58) (42,59)
1 7
GG Dominante NA NA NA NA
(5,26) (12,96)
15 31 .
GG Alélico 3,04 0,99-927 0,045 0,039
(78,95) (54,38)
rs2275913 4 22 ..
GA Aditivo 0,25 0,01-589 0,393 0,454
(IL17) (21,05) (38,60)
0 4 .
AA Dominante 0,25  0,01-5,88 0,391 0,295
©) (7,02)

Apesar do intervalo de confianca passar pelo 1, o valor p permutacional € significativo

demonstrando que a presencga do alelo A da variante rs2275913 (IL17A) foi associada com

maior chance do desenvolvimento de asma grave (OR: 3,04) em nossa amostra. Essa associacao

ndo foi encontrada nas analises genotipicas. As outras duas variantes ndo foram associadas com

asma em nenhum dos modelos genéticos testados.
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A relagdo do controle da asma grave com as variantes estudadas é mostrada na Tabela

5.
TABELA 5. AsSOCIACAO DE VARIANTES NOS GENES IL10 E IL17 Com CONTROLE
DA AsMA GRAVE, DE AcorDO CoM GINA
Controle de asma (GINA)
] . Controle Valor P
Variante  Gendtipo Caso (%) Modelo OR 95%ClI
(%) deP Perm
17 26 . 0,90-
TT Alélico 4,2 0,084 0,118
(89,47%)  (70,27%) 19,55
rs3024498 2 8 N 0,95-
TC Aditivo 5,91 0,056 0,037
(IL10) (10,52%)  (21,62%) 36,84
0 3 . 1,003-
CcC Dominante 6,93 0,049 0,02
(0%) (8,11%) 47,9
9 18
AA Alélico 087 038199 0831 0,929
(47,37%)  (48,65%)
rs3819024 7 15 .
AG Aditivo 0,65 0,27-1,56 0,334 0,7
(IL17) (36,84%)  (40,54%)
3 4 .
GG Dominante 0,62 0,18-2,12 0,443 0,571
(15,79%)  (10,81%)
13 18 .
GG Alélico 240 088655 0,111 0,115
(68,42%)  (48,65%)
rs2275913 6 15 N
GA Aditivo 2,18 0,74-6,41 0,157 0,203
(IL17) (31,58%)  (40,54%)
0 4

Dominante 2,03  060-682 0254 0,295
0,0%)  (10,81%)

Observamos que pacientes asmaticos com ao menos um alelo C do rs3024498 da 1L10
possuem maior chance (OR: 6,93, 1C955%: 1,00-47,9) de ter a sua doenca ndo controlada,
apesar do tratamento regular, conforme mostrado na tabela 4. As outras duas variantes nao
foram associadas com falha do controle da asma grave em nenhum dos modelos genéticos
testados.

A relacéo da resposta ao broncodilatador e as variantes estudadas é descrita na Tabela
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REVERSIBILIDADE APOS Uso DE BRONCODILATADOR AGONISTA BETA2 DE CURTA ACAO

(SABA)
Resposta ao broncodilatador
] . Controle Caso Valor P
Variante  Gendtipo Modelo OR 95%ClI
(%) (%) deP Perm
10 31 .
TT Alélico 1,28  0,33-4,93 1 1
(83,33%) (73,80%)
rs3024498 1 9 »
TC Aditivo 0,99 0,28-3,49 0,99 1
(IL10) (8,33%) (21,42%)
1 2
CC Dominante 1,38 0,24-7,88 0,714 0,833
8,33%) (4,76%)
9 18 . 1,07-
AA Alélico 3.89 0,042 0,046
(75,0%) (42,86%) 14,12
rs3819024 3 18 . 1,16-
AG Aditivo 4,72 0,03 0,02
(IL17) (25,0%) (42,86%) 19,19
0 6 . 1,11-
GG Dominante 5,20 0,04 0,02
(0,0%) (14,28%) 24,34
7 23 .
GG Alélico 135 045-405 0,790 0,636
(58,33%) (54,77%)
rs2275913 5 16 "
GA Aditivo 1,78 055581 0,337 0,343
(IL17) (41,67%) (38,09%)
0 3 .
Dominante 1,52 0,39-594 0,548 0,857
(0,0%) (7,14%)

Em relacdo as variantes genéticas estudadas observa-se que 0s pacientes asmaticos com

ao menos um alelo G do rs3819024 (IL17A) possuem maior chance de ndo responder ao

estimulo agudo com broncodilatador beta-2 adrenérgico. A associacgdo foi significante nos trés
modelos testados: alélico (OR: 3.89, 1C95%: 1,07-14,12), aditivo (OR: 4,72; 1C95%: 1,16-
19,19) e dominante (OR: 5,20; 1C95%: 1,11-24,34). Ja as outras duas variantes ndo foram

associadas com falta de reversibilidade em pacientes com asma em nenhum dos modelos

genéticos testados.

Corroborando esses achados, 0s pacientes com 0s genétipos AG ou GG desse SNV

apresentaram menor porcentagem de resposta broncodilatadora quando comparado com 0s

individuos com o gendtipo AA (p<0,05, Figura 2).
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Figura 3. Comparacdo Da Mediana Da Porcentagem Da Mudanga Da FEV1% Predita
Apds Uso Do Broncodilatador De Acordo Com Os Genotipos Do Rs3819024. Individuos Com
Asma Que Possuem O AG Ou GG Apresentaram Menor Reversibilidade Ao Broncodilatador
Quando Comparado Aos Individuos AA. (P<0,05, Mann-Whitney)
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3.4. Discussao

O presente estudo demonstrou que os polimorfismos genéticos das 1L-10 e IL-17 foram
associados a suscetibilidade, ao controle e a resposta ao broncodilatador em pacientes de uma
coorte de asma grave refrataria ao tratamento.

Classicamente na pediatria, a inflamacdo das vias aéreas relacionada ao processo
alérgico é tipicamente eosinofilica e orquestrada pelas células Th2. No entanto, eosinofilia ndo
é sinbnimo de ativacdo da resposta Th2. 4,5 Isso foi demonstrado em uma coorte pediatrica
com pacientes asmaticos graves refratarios a terapia apds coleta de amostras de escarro e de
bidpsia endobrénquica, as quais ndo apresentaram niveis significativos de IL4, IL5 e IL13. 6
Diante disso, questiona-se qual seria mecanismo imune que explicaria a conversdao da
eosinofilia na asma e o fenétipo de gravidade.

Uma das possibilidades seria a relacionada a interleucina 10. Essa interleucina regula os
linfocitos T helper e pode atenuar a resposta Th2 na resposta imunologica a alérgenos, atuando,
portanto, como uma citocina anti-inflamatdria. 2> Basicamente, 0 que ocorre € que ao ser
sintetizada por linfocitos T CD4 e CD8 ativados, ela inibe a sintese de uma série de citocinas
pré-inflamatorias, produzidas por Thl (IFN-g, IL-2, TNF-b, IL-1, IL-6 e TNF-a), que levam a
polarizacdo da resposta imune ao Perfil Th2, o que explicaria a importancia dessa interleucina
na patogénese da asma. 241 Dessa forma, a producdo prejudicada de 1L-10 pelos linfdcitos
helper e variantes genéticas que afetam a expressao de IL10 localizada no cromossomo 1g31-

32 tém sido associados & incidéncia e gravidade da asma.?®
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Outra via que merece destaque na asma grave e refrataria é a da IL17. Estd bem
estabelecido que as interleucinas derivadas da via Thl7 sdo importantes reguladoras da
inflamac&o neutrofilica nos adultos e estdo associadas a formas graves da doenca. 2’ Contudo,
nas criancas que tem inflamacg@o predominante eosinofilica, essa via pode ser explicada pela
presenca de um subconjunto de células de memdria Th2 humanas que sdo capazes de produzir
simultaneamente citocinas Th17 e Th2 .28 Essas células Th2 produtoras de IL-17 expressam
fatores de transcricdo GATA3 e RORyt, que sdo conhecidos por serem necessarios para o
desenvolvimento da linhagem celular Th2 e Th17, respectivamente. 27

Os linfécitos Th17 atuam produzindo Vvarias citocinas pro-inflamatérias como a IL17A,
promovendo inflamacdo tecidual, o que a longo prazo pode facilitar a hiperresponsividade e o
remodelamento das vias aéreas. 2° Além disso, a IL17 estd associada & superexpressdo da
isoforma P inibitéria do receptor de glicocorticoide (GR-B) nas células das vias aéreas. ¥ O
GR-i é uma isoforma alternativa, que funciona como regulador negativo do GR-a, receptor
ativo de glicocorticoides. Assim, essas citocinas estdo associadas a uma resposta diminuida aos
glicocorticoides, ressaltando sua importancia na asma grave refrataria. 3

Em relacdo a suscetibilidade de asma, observamos que tanto os polimorfismos rs
3819024 da IL17 e rs 2275913 da IL10 ndo demostraram relacdo com a chance de asma com
significancia estatistica. Contudo, quando avaliamos especificamente o polimorfismo rs
2275913 na IL17 observamos que individuos com o alelo G apresentam maior chance de
desenvolver asma, apesar do resultado ser estatisticamente limitrofe, o que pode ser
consequéncia do tamanho amostral. Isso foi visto em trabalho realizado por Chen et al, em
amostra com 168 criancas asmaticas e 205 controles saudaveis, sendo observado que a presenca
do alelo A do SNV rs2275913 foi significativamente relacionado para o risco de desenvolver
asma na infancia (OR=1,38, IC 95%=1,03-1,84, P=0,03) e na forma homozigota esse risco
aumentava para 2,29 vezes.®? Diferentemente desses achados, Maalmi et al avaliando 171
criancas asmaticas na Tunisia observou que o alelo G do polimorfismo rs 2275913 ¢é que estava
associado ao risco de 1,89 vezes de asma. 3 Contudo, Wang et al avaliando 1210 criangas
asmaéticas no Taiwan e e 287 criangas asmaticas na China ndo observou relagdo com o risco de
asma na avaliagdo dos polimorfismos Rs 3819024 e e Rs 2275913. *#* Um estudo brasileiro
envolvendo pacientes pediatricos mostrou que variantes de polimorfismos da via da IL17
podem estar associadas na asma e atopia, porém dentre 0s SNVSs, 0 rs3819024 e o0 rs2275913
ndo foram avaliados.® No entanto, em nenhum desses trabalhos houve estratificagdo quanto a

gravidade da asma.
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Jé& a falha no controle dos sintomas foi associada com a presenca de pelo menos um alelo
C do polimorfismo rs3024498 da IL-10 em pacientes em tratamento regular com altas doses de
corticoide inalatorio. Sabe-se que no tratamento da asma, um dos objetivos é adquirir o controle
dos sintomas com a menor dose de medicac&o inalatéria possivel.! Contudo, em pacientes com
asma grave refrataria ao tratamento, os pacientes ou ndo se controlam com elevadas doses ou
perdem o controle na primeira tentativa de reducdo das medicagdes. Assim, como elevadas
doses de corticoides inalatdrios tém eventos adversos importantes e sabendo-se que essa falha
de controle clinico pode estar associada a esse polimorfismo, este pode ser futuramente
utilizado para orientar a conduta médica, contribuindo para a reducéo dos riscos do continuo e
progressivo aumento da dose de corticoide inalado.

N&o conseguimos identificar o polimorfismo rs3024498 da IL10 em trabalhos prévios
associando esse SNV a falha no controle da asma pediatrica, apesar de bem descrito em outras
condigdes clinicas com processo inflamatério exuberante como lUpus eritematoso sistémico,
artrite reumatoide, hepatite cronica, dentre outras.3®3" Além disso, outros polimorfismos da IL-
10 (rs1800896, rs1800871 ou rs3021097, rs1800872) tém sido associados a asma pediatrica. °

Na avaliacdo da resposta ao broncodilatador observou-se que pacientes homozigotos
AA do rs3819024 (IL17A) possuem maior chance de responder ao estimulo agudo com
broncodilatador beta-2 adrenérgico (salbutamol). No presente estudo avaliamos a resposta com
beta dois de curta acdo, mas importante considerar que o formoterol, apesar de ser um
broncodilatador de longa acédo e ser preconizado em todos steps da asma grave, tem inicio de
acdo semelhante ao do salbutamol.® Isso vai ao encontro de estudos que apontam que a IL-
17A atua diretamente na musculatura lisa das vias aéreas levando ao aumento da funcéo
contréatil.*3® Na préatica clinica, esses achados sugerem que, possivelmente, o bloqueio da
sinalizacdo de I1L-17 pode ser um alvo atraente em asma com fenétipo Th17-high. 4

Vale ressaltar que nem sempre a falta de adesdo aos medicamentos é responsavel pela
auséncia de controle dos sintomas, pois 0s pacientes do presente estudo apresentaram boa taxa
de adesdo ao tratamento, ndo havendo diferenca entre as taxas de adesao do tratamento e o nivel
de controle. Por isso, outros medicamentos devem ser acrescentados ao arsenal terapéutico para
estes pacientes. Mas, deve-se considerar que a expressdo fenotipica depende da interagdo de
fatores ambientais e da predisposi¢do genética de um individuo, admitindo que os genes nédo
operam isoladamente, mas no seu ambiente (que inclui outros genes ao seu redor), 0 que pode

modificar e até reverter completamente seus efeitos. *°
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Desta forma, e devido ao elevado custo para toda sociedade, estudos que gerem
evidéncias envolvendo fenotipagem, endotipagem e genotipagem devem ser estimulados na
tentativa de encontrar o paciente alvo e dispender os recursos de forma racional, a exemplo de
outras doencas cronicas.

A principal limitacdo do presente estudo é o tamanho da amostra, mas a asma grave
refrataria é um fendétipo raro. Nossos pacientes foram selecionados de uma coorte de pacientes
com asma grave, com um diagndstico bem estabelecido e sob acompanhamento regular por um
longo periodo, no qual varios métodos foram usados para medir a adesdo, minimizar a
exposi¢do a alérgenos e controlar as comorbidades. O calculo de tamanho amostral foi realizado
a posteriori e evidenciou que para o estudo dos desfechos avaliados seria necessario pelo menos
34 pacientes com asma grave com um poder estatistico de 80%. Mas, devem ser conduzidas
coortes maiores para se descobrir mais genes que aparentemente possam explicar a falha no
controle da asma grave.

Em concluséo, os polimorfismos da IL10 e IL17 podem estar envolvidos nas complexas
vias de modulacdo relacionadas a suscetibilidade, a falha do controle e variacdo ao
broncodilatador na asma grave refrataria em criancas e adolescentes. Estudos funcionais devem
ser realizados para caracterizar o impacto molecular dessas variantes contribuindo para a

implementacdo da personalizagcdo do manejo terapéutico da asma.
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3.6. Anexos

Anexo 1: Asthma Control Test - ACT maiores de 12 anos

Nas ultimas quatro semanas:

Q1. A asma prejudicou suas atividades no trabalho, na escola ou em casa?

Nenhuma vez

Poucas vezes

Algumas vezes

Maioria das vezes

Todo o tempo

Q2. Como esta o controle da sua asma?

Totalmente descontrolada

Pobremente controlada

Um pouco controlada

Bem controlada

Completamente controlada

Q3. Quantas vezes vocé teve falta de ar?

De jeito nenhum

Uma ou duas vezes por semana

Trés a seis vezes por semana

Uma vez ao dia

Mais que uma vez ao dia

Q4. A asma acordou vocé a noite ou mais cedo que de costume?

De jeito nenhum

Uma ou duas vezes

Uma vez por semana

Duas ou trés noites por semana

Quatro ou mais noites por semana

Q5. Quantas vezes vocé usou o remédio por inalagdo para alivio?

De jeito nenhum

Uma vez por semana ou menos

Poucas vezes por semana

Uma ou duas vezes por dia

Trés ou mais vezes por dia

O escore do questionario é calculado a partir da soma dos valores de cada questéo, as quais valem de 1 a 5 pontos.
As respostas que indicam maior controle da asma devem receber maior pontuag@o. Dessa forma, o escore do questionario

varia entre 5 e 25 pontos: quanto maior o escore, mais controlada é a asma.



Anexo 2: Childhood Asthma Control Test — c-ACT

( ~
QUESTAO

PONTUACAO

1- Como esta sua asma hoje?

(3) Muito boa

1 )

(0) Muito ruim (1) Ruim (2) Boa

2 - Quanto problema sua asma causa quando vocé corre, se exercita ou pratica algum esporte?

(0) Muito problema. (1) Eum problema e (2) Algum problema, (3) Nenhum problema
N&o posso fazer o que quero €u ndo gosto mas tudo bem

3 - Vocé tosse devido a sua asma?

e ) = 9 = i
(0) Sim, o tempo todo (1) Sim, a maior parte (2) Sim, as vezes (3) N&o, em
do tempo nenhum momento

4 - Vocé acorda no meio da noite devido a sua asma?

s o

(0) Sim, o tempo todo (1) Sim, a maior parte (2) Sim, as vezes (3) N3o, em
do tempo nenhum memento

5 - Nas ultimas 4 semanas, quantos dias/més seu filho teve algum sintoma da asma durante o dia?

(5) Nenhum (4) 123 dias/més (3) 4 a10dias/més (2) 11 2 18 dias/més
(1) 19 a 24 dias/més (0) Todos os dias

6 - Nas ultimas 4 semanas, quantos dias/més seu filho teve algum chiado durante o dia?
(5) Nenhum (4) 1a3dias/més (3) 4 a 10 dias/més (2) 11 2 18 dias/més
(1) 19 a 24 dias/més (0) Todos os dias

7 - Nas ultimas 4 semanas, quantos dias/més seu filho acordou no meio da noite devido a asma?

(5) Nenhum (4) 1 a3 dias/més (3) 4 a 10 dias/més (2) 11 a 18 dias/més
(1) 19 a 24 dias/més (0) Todos os dias

ESCORE FINAL (soma dos 7 itens acima)

a opgdo. Os pais devem responder as questdes 5 a 7 sem se deixar influenciar pelas respostas iniciais da crianga.

Escore = 19 pontos: asma controlada.
\

IMPORTANTE: A crianga devera responder as questdes de 1 a 4. Os pais podem ajudar na leitura das mesmas, mas a crianga devera escolher

0 escore do questionario € calculado a partir da soma dos valores de cada questio. As respostas que indicam maior controle da asma devem
receber maior pontuacdo. Dessa forma, o escore do questionario varia entre 0 e 27 pontos: quanto maior o escore, mais controlada € a asma.

v,

* Oliveira SG, Sarria EE, Roncada C, Stein RT, Pitrez PM, Mattiello R. Validation of the Brazilian version of the childhood asthma control test (c-ACT).

Pediatr Puimonol. 2016;51(4):358-63.
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Anexo 3: Questionario ISAAC - Study of asthma and allergies in Childhood

Nome: Data:

Responda SIM ou NAO para cada uma das perguntas abaixo :

1) “Alguma vez na vida vocé teve sibilos (chiado no peito)?”

2) “Nos ultimos 12 meses vocé teve sibilos (chiado no peito)?”
3) “Nos ultimos 12 meses, quantas crises de sibilos (chiado no peito) vocé teve?”

4) “Nos ultimos 12 meses, com que freqiiéncia vocé teve seu sono perturbado por chiado no peito?”
5) “Nos ultimos 12 meses seu chiado foi tdo forte a ponto de impedir que vocé conseguisse dizer mais de 2
palavras entre cada respiragao?”

6) “Alguma vez na vida vocé teve asma?”

7) “Alguma vez na vida vocé teve problemas com espirros ou coriza (corrimento nasal ou obstrugéo nasal),
quando nao estava resfriado ou gripado?”

8) “Nos ultimos 12 meses vocé teve algum problema com espirros, coriza (corrimento nasal ou obstrugéo
nasal), quando néo estava resfriado ou gripado?”

9) “Nos ultimos doze meses esse problema nasal foi acompanhado de lacrimejamento ou coceira nos
olhos?”
10) “Em qual dos ultimos 12 meses esse problema nasal ocorreu?”

11) “Nos ultimos 12 meses, quantas vezes suas atividades diarias foram atrapalhadas por esse problema
nasal?”

12) “Alguma vez na vida vocé teve rinite?”

13) “Alguma vez na vida vocé teve manchas com coceira na pele (eczema), que apareciam e desapareciam
por pelo menos 6 meses?”

14) “Nos ultimos 12 meses vocé teve essas manchas na pele (eczema)?”

15) “Alguma vez essas manchas com coceira afetaram: dobras de cotovelos, atras de joelhos, na frente de
nadegas ou em volta de pescogo, orelhas ou olhos?”

16) “Alguma vez essas manchas com coceira desapareceram completamente nos ultimos 12 meses?
17) “Nos ultimos 12 meses, quantas vezes, aproximadamente, vocé ficou acordado a noite por causa dessa
coceira na pele?”

18) “Alguma vez vocé teve eczema?”
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Anexo 4: Tabela de identificagdo dos pacientes (iniciais) com os respectivos SNVs

IDENTIFICACAO rs3819024 rs2275913 rs3024498
(INICIAIS) (IL17A) (IL17A) (IL10)

Homozygous Homozygous Homozygous
ACMS A/A G/G T/T

Heterozygou Heterozygou Homozygous
MGO sA/G sA/G T/T

Homozygous Heterozygou Heterozygous
JPTV A/A sA/G Cc/T

Homozygous Homozygous Homozygous
GCS A/A G/G T/T

Heterozygou Homozygous Homozygous
ESN sA/G G/G T/T

Homozygous Heterozygou Homozygous
RAGMC G/G sA/G T/T

Heterozygou Heterozygou Homozygous
RHNL sA/G sA/G T/T

Homozygous Homozygous Homozygous
WHSA A/A G/G T/T

Heterozygou Homozygous Homozygous
RVS sA/G G/G T/T

Homozygous Heterozygou Heterozygous
YCS G/G sA/G C/T

Homozygous Homozygous Homozygous
WSL A/A G/G T/T

Homozygous Homozygous Heterozygous
JLP A/A G/G C/T

Heterozygou Homozygous Homozygous
JPSA sA/G G/G T/T

Homozygous Homozygous Homozygous
SANF A/A G/G C/C

Homozygous Homozygous Homozygous
POS A/A G/G T/T

Homozygous Homozygous Heterozygous
LS A/A G/G Cc/T

Homozygous Homozygous Homozygous
RVSA A/A G/G T/T

Homozygous Homozygous Homozygous
JPT A/A G/G T/T

Homozygous Homozygous Homozygous
MLL A/A G/G C/C

Homozygous Homozygous Homozygous
FFG A/A G/G T/T

Heterozygou Homozygous Homozygous
ABSP sA/G A/A T/T



ACTA

DT

GGAA

MEM

IVA

JVRD

WSS

CHF

LFO

NR

AMV

FG

EVS

ECB

JK

LFS

MLS

AlB

CABS

PHAC

PAS

SFB

A/A
A/A
A/A
G/G
A/A
A/A
A/A
sA/G
A/A
sA/G
G/G
sA/G
sA/G
sA/G
A/A
sA/G
A/A
A/A
sA/G
A/A
sA/G
A/A

sA/G

Homozygous

Homozygous

Homozygous

Homozygous

Homozygous

Homozygous

Homozygous

Heterozygou

Homozygous

Heterozygou

Homozygous

Heterozygou

Heterozygou

Heterozygou

Homozygous

Heterozygou

Homozygous

Homozygous

Heterozygou

Homozygous

Heterozygou

Homozygous

Heterozygou

G/G
G/G
G/G
G/G
G/G
sA/G
sA/G
sA/G
G/G
sA/G
A/A
G/G
sA/G
G/G
G/G
sA/G
G/G
G/G
sA/G
G/G
sA/G
G/G

sA/G

Homozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Heterozygou
Heterozygou
Heterozygou
Homozygous
Heterozygou
Homozygous
Homozygous
Heterozygou
Homozygous
Homozygous
Heterozygou
Homozygous
Homozygous
Heterozygou
Homozygous
Heterozygou
Homozygous

Heterozygou

T/T
c/T
c/T
c/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
C/C
T/T
c/T
c/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T

T/T
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Homozygous
Heterozygous
Heterozygous
Heterozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Heterozygous
Heterozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous

Homozygous



JDA

VTS

MCLM

MFC

CTS

SSF

SLPO

ACPO

NSL

KR

DM

BLAD

MIF

YIF

NB

ASC

YVB

LE

A/A
A/A
A/A
sA/G
G/G
A/A
sA/G
sA/G
sA/G
sA/G
G/G
A/A
sA/G
G/G
sA/G
sA/G
sA/G

sA/G

Homozygous
Homozygous
Homozygous
Heterozygou
Homozygous
Homozygous
Heterozygou
Heterozygou
Heterozygou
Heterozygou
Homozygous
Homozygous
Heterozygou
Homozygous
Heterozygou
Heterozygou
Heterozygou

Heterozygou

G/G
G/G
sA/G
G/G
A/A
G/G
sA/G
G/G
G/G
sA/G
sA/G
sA/G
sA/G
A/A
G/G
G/G
sA/G

sA/G

Homozygous
Homozygous
Heterozygou
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Heterozygou
Homozygous
Homozygous
Heterozygou
Heterozygou
Heterozygou
Heterozygou
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Heterozygou

Heterozygou

T/T
c/T
T/T
T/T
T/T
C/T
T/T
C/T
T/T
C/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T

T/T
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Homozygous
Heterozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Heterozygous
Homozygous
Heterozygous
Homozygous
Heterozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous
Homozygous

Homozygous




