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RESUMO

Hertz, Amanda. Anélise dos polimorfismos no gene da filagrina2 em pacientes com
dermatite atopica. 2017. 75 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2017.

A dermatite atopica (DA) é uma doenca inflamatdria da pele frequente e que
afeta aproximadamente 20% das criancas, comprometendo a qualidade de vida do
paciente e da familia. Mutacbes no gene que codifica a proteina epidérmica filagrina
demonstram ser um fator importante para o desenvolvimento dessa doenca. O gene que
codifica a filagrina esta localizado no cromossomo 1g21, em uma regido denominada
complexo de diferenciagdo epidérmica. De acordo com a literatura, 27,5% dos
caucasianos americanos, 48% dos europeus, 31,4% dos chineses e 20% dos japoneses
portadores de DA apresentam mutagdes no gene da filagrina. Alguns estudos
demonstraram, na populacdo afro-americana, mutacbes com uma prevaléncia bem
menor do que entre os caucasianos. Recentemente, foi descoberta uma associagéo entre
polimorfismos no gene da filagrina 2 (rs 12568784 e rs 16899374) e dermatite atopica
persistente em pacientes afro-americanos. A filagrina 2 é uma proteina com funcéo
semelhante a filagrina e também codificada no complexo de diferenciacéo da epiderme.
N&o h4, até o momento, qualquer estudo sobre a filagrina2e DA na populagdo brasileira.
O objetivo deste trabalho foi avaliar os polimorfismos no gene da filagrina2 (rs
12568784 e rs 16899374) em criangas e adultos com dermatite atdpica e verificar a
associacdo destes com a gravidade do quadro clinico, presenca de outras doencas
alérgicas e fatores sécio-demograficos. O estudo foi realizado com 48 pacientes do
ambulatorio de dermatite atdpica da Policlinica Piquet Carneiro, da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, e com grupo controle. Foram utilizados questionérios para
avaliar etnia, sexo, faixa etaria, histérico familiar, gravidade da doenca (SCORAD),
entre outros pardmetros. A genotipagem do gene da filagrina 2 foi realizada através de
PCR em tempo real. Nao foi encontrada uma correlacdo entre pacientes com DA e 0s
polimorfismos estudados, também n&do houve diferenca significativa entre os pacientes e
0 grupo controle. Ndo ha estudos de polimorfismos do gene da filagrina2 e DA na
América Latina, reforcando a relevancia deste trabalho e o ineditismo da iniciativa no
Brasil. Além disso, este € 0 primeiro estudo no mundo a ter um grupo controle para
avaliar alteragdes no gene da filagrina 2. Futuros estudos sobre polimorfismos da
filagrina na DA em nosso pais, deverdo levar em conta a caracteristica multiétnica da
populacéo brasileira.

Palavras-chave: Dermatite atdpica. Filagrina2. Polimorfismos genético.



ABSTRACT

HERTZ, Amanda. Analysis of filaggrin2 gene polymorphisms in patients with atopic
dermatitis. 2017. 75 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Atopic dermatitis (AD) is a common inflammatory skin disease that affects
approximately 20% of children, compromising the quality of life of the patient and the
family. Mutations in the gene encoding the filaggrin epidermal protein have been shown
to be an important factor in the development of this disease. The gene encoding
filaggrin is located on chromosome 1g21, in a region called epidermal differentiation
complex. According to the literature, 27.5% of Caucasian Americans, 48% of
Europeans, 31.4% of Chinese and 20% of Japanese with AD present mutations in the
filaggrin gene. Some studies have shown, in the African-American population,
mutations with a much lower prevalence than among Caucasians. Recently, an
association was found between polymorphisms in the filaggrin 2 gene (rs 12568784 and
rs 16899374) and persistent atopic dermatitis in African American patients. Filaggrin 2
is a protein with filaggrin like function and also encoded in the epidermal differentiation
complex. There is, to date, no study on filaggrin2 and DA in the Brazilian population.
The objective of this study was to evaluate the polymorphisms in the filaggrin2 gene (rs
12568784 and rs 16899374) in children and adults with atopic dermatitis and to verify
the association of these with the severity of the clinical picture, the presence of other
allergic diseases and socio-demographic factors. The study was conducted with 48
patients from the Policlinica Piquet Carneiro atopic dermatitis outpatient clinic at the
State University of Rio de Janeiro and as a control group. Questionnaires were used to
assess ethnicity, sex, age, family history, severity of disease (SCORAD), among other
parameters. Genotyping of the filaggrin 2 gene was performed by PCR real-time. No
correlation was found between patients with AD and the polymorphisms studied, nor
was there a significant difference between the patients and the control group. There are
no studies of dafilagin 2e DA gene polymorphisms in Latin America, reinforcing the
relevance of this work and the novelty of the initiative in Brazil. In addition, this is the
first study in the world to have a control group to evaluate changes in the filaggrin gene
2. Future studies on filaggrin polymorphisms in AD in our country should take into
account the multiethnic characteristic of the Brazilian

Keywords: Atopic dermatitis. Filaggrin 2. Polymorphisms.
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INTRODUCAO

A dermatite atopica € uma doenca inflamatdéria da pele frequente e que afeta
aproximadamente 20% das criancas, comprometendo a qualidade de vida do paciente e de sua
familia. Mutacdes no gene que codifica a proteina epidérmica filagrina demonstram ser um
fator importante para o desenvolvimento dessa doenca (BAURECHT et al., 2007).

A filagrina é produzida a partir de um precursor, a pro-filagrina, e localiza-se na
camada cornea e granulosa da epiderme, estando envolvida na diferenciacdo da epiderme e na
formacdo da barreira cutanea. Esta proteina apresenta um papel importante na ligacdo dos
filamentos de queratina da camada cornea e a sua degradacdo gera fatores importantes para o
processo de hidratacdo e manutencdoda barreira cutanea. (MOCSAI et al., 2014).

O gene que codifica a filagrina estd localizado no cromossomo 1g21, em uma regido
denominada complexo de diferenciacdo epidérmica. De acordo com a literatura, 27,5% dos
caucasianos americanos, 48% dos europeus, 31,4% dos chineses e 20% dos japoneses
portadores de dermatite atopica apresentam mutacGes no gene da filagrina (POLCARI et al.,
2014).

Dentre as mutagcOes descritas, as mais comumente encontradas nos caucasianos séo a R501X
ea 2282del4(compreendem 50% das mutagdes encontradas), além da R2447X e da S3247X
(MARGOLIS et al., 2012). Na populacdo japonesa, as mutacdes encontradas foram a
3321delA e a S2554X (VERCELLI, 2008). Estas mutacbes parecem variar de acordo com
grupos étnicos, por exemplo, na populacdo afro-americana estudos demonstraram uma
prevaléncia bem menor que nos caucasianos (BIEBER, 2008).

Gao e colaboradores (2009) encontraram a R501X em 3,2% de 187 pacientes afro-americanos
com dermatite atopica e nenhuma associacdo com 2282del4. Ja Margolis e colaboradores
(2014) avaliaram o genotipo de 370 afro-americanos portadores de DA e encontraram
mutacdes em apenas 8,1% dos pacientes (R501X, 3,2%; 2282del4, 0,5%; S3247X, 3% e
R2447X, 1,4%).

Recentemente, foi descoberta uma associacdo entre mutagdes no gene da filagrina2 (rs
12568784 e rs 16899374) e dermatite atOpica persistente em pacientes afro-americanos. A
filagrina2 é uma proteina com funcdo semelhante a filagrina e também codificada na regido
denominada complexo de diferenciacdo da epiderme, o que sugere uma correlacdo genética
entre um defeito de barreira e dermatite atopica em pacientes afro-americanos (MARGOLIS
etal., 2014).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar as mutagdes no gene da filagrina2 (rs 12568784 e
rs 16899374) em criancas e adultos com dermatite atopica. Além disso, verificar a associacdo
destas mutacdes com a gravidade do quadro clinico, presenca de outras doencas alérgicas e

fatores sdcio-demograficos.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Dermatite atopica

A dermatite atopica (DA) é uma doenca inflamatoria de curso crénico, de etiologia
multifatorial, que causa expressivo comprometimento da qualidade de vida ndo apenas dos
pacientes afetados, mas também da familia, afetando o desenvolvimento escolar, além de
atividades de trabalho e lazer (CASTRO et al., 2006). Caracterizam-se por prurido intenso,
xerodermia e lesGes de morfologia e distribuicdo tipicas variaveis conforme a faixa etaria da
crianca (AGRAWAL; WOODFOLK, 2014).

A DA ¢é a dermatose inflamatdria cronica mais comum, acometendo 10-20% das
criancas e 1-3% dos adultos (KIM et al., 2016). Sua prevaléncia é aumentada nas areas
urbanas de paises industrializados, sendo mais comum nas classes sociais mais elevadas.
Estudos comprovam que o estilo de vida e 0 meio ambiente tém um papel importante na
expressdo de doencas atdpicas, incluindo a dermatite atépica (DECKERS et al., 2012).

A etiologia da doenca esta relacionada a fatores ambientais e genéticos. Sabe-se que a
historia familiar € um importante fator de risco para o desenvolvimento da mesma. Quando
ambos 0s pais apresentam eczema atopico, a chance de um lactente desenvolver a doenca é de
cerca de 70%. Entre gémeos dizigoticos a doenca pode ocorrer em 15% dos casos e nos
monozigoticos em 77% (SMITH et al., 2006).

Uma multiplicidade de fatores, incluindo altera¢6es na barreira da pele, deficiéncias na
resposta imune inata e adaptativa, além da flora microbiana residente da pele alterada, estdo
envolvidos na patogénese da DA (ELIAS; WAKEFIELD, 2014).

Alteracdo da barreira cutanea é parte fundamental da fisiopatologia da doenca,
caracterizada por xerose e perda transepidermica de agua, mesmo em areas nao afetadas, com
poucas ceramidas no estrato corneo. Os mecanismos que levam a formagdo de uma barreira
cutanea alterada podem ser varios, sendo a deficiéncia de filagrina um dos mais pesquisados,
nos ultimos anos (SMITH et al., 2006).

A filagrina (do inglés, FILament-AGGRegating protelN), uma proteina estrutural da
pele cujo precursor € a pro-filagrina,é encontrada nos cornedcitos e tem como funcéo agregar

a queratina na formacao do estrato corneo (SANDILANDS et al., 2009).
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1.1.1 Epidemiologia

Em torno de 85% dos pacientes apresentam as manifestacdes clinicas iniciais antes dos
cinco anos de vida. Aproximadamente 60% das criangas afetadas tém o inicio do quadro na
fase de lactente (KRAKOWISKI; ELCHENFIELD; DOHIL, 2008), além de ocorrer uma leve
predominancia no sexo feminino (1,3:1) (KANG, 2003). A prevaléncia média de asma nos
pacientes com DA é de 30% (ILL et al., 2004).

A DA ¢é a doenga cutanea mais prevalente na infancia, acometendo entre 7 e 17% das
criancas nos Estados Unidos (LAUGHTER et al., 2000). A incidéncia da doenga esta
aumentando, ocorrendo em qualquer etnia ou localizacdo geogréafica, embora pareca haver
uma maior predominancia nas areas urbanas e nos paises desenvolvidos, especialmente nas
sociedades ocidentais. Uma revisdo sistematica dos estudos epidemiolégicos realizados entre
1990 e 2010 encontrou uma tendéncia crescente na incidéncia e prevaléncia de eczema
atopico na Africa, leste da Asia, Europa Ocidental e partes do norte da Europa (DECKERS et
al., 2012).

O projeto ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in Childhood) é um
estudo multicéntrico, realizado em 99 paises na sua ultima fase (BARON; STEVENS, 2002),
que avaliou em torno de um milhdo e duzentas mil criancgas, utilizando uma metodologia
epidemioldgica padronizada e reconhecida internacionalmente. No Brasil, de acordo com este
estudo, em sua terceira fase, a média da prevaléncia de DA em 20 cidades foi de 8,2% em

criangas entre 6 e 7 anos e de 5% em adolescentes entrel13 e 14 anos (SOLE et al., 2006).

1.1.2 Fisiopatologia

A DA é resultante de heranca multifatorial associada a fatores de natureza ambiental,
com comprovada predisposicdo genética (LIPOZENCIC; WOLF, 2007). Os pacientes
apresentam disfuncdo da resposta imune e alteracbes na barreira cutanea. Ainda ndo esta
definido se a inflamacgédo da pele € iniciada pela disfungdo da barreira ou pela desregulagéo
imune.

Muitas alteraces na barreira cutanea descrita na DA tém origem no estrato cérneo. A

epiderme apresenta estruturacdo altamente organizada, a proliferacdo celular se iniciando na
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camada basal, com progressdo ascendente para originar o estrato corneo, configurando as
camadas intermediarias — espinhosa e granulosa. As células na camada granulosa liberam
precursores lipidicos incluindo glicosilceramida, esfingomielina e fosfolipideos, que sao
processados enzimaticamente para formar colesterol, acidos graxos e, principalmente,
ceramidas, os lipideos predominantes na pele humana. As células entdo perdem o seu ndcleo
para constituir lamelas ricas em lipideos e proteinas, que, organizadamente, serdo empilhadas
para constituir o estrato corneo. Lipideos hidrofobicos em dupla camada fortalecem a
integridade do estrato corneo e auxiliam na manutencdo da hidratacdo na pele eutréfica. Pelo
menos 60 genes foram identificados no cromossomo 1g21, em uma regido designada
complexo de diferenciacdo epidérmica, os quais codificam proteinas importantes para a
diferenciacéo terminal da pele. Dentre estas proteinas, destaca-se a filagrina, além de outras,
incluindo a loricrina e a involucrina (IRVINE; McLEAN; LEUNG, 2011; CZARNOWICKI;
KRUEGER; GUTTMAN-YASSKY, 2014).

A epiderme é a primeira linha de defesa entre o corpo e 0 meio ambiente. A barreira
da pele evita a entrada de irritantes ambientais, alérgenos e micro-organismos, impedindo a
perda excessiva de agua. A funcdo de barreira da pele esta localizada principalmente no
estrato cdrneo, que consiste em pilhas verticais de cornedcitos anucleados compactados com
filamentos de queratina embutidos em uma matriz de produtos de degradacdo da filagrina
(ELIAS; WAKEFIELD, 2014). As camadas de cornedcitos sdo incorporadas em uma matriz
extracelular repleta de ceramidas, colesterol e acidos graxos livres derivados de lipideos
precursores de corpos lamelares secretados (FEINGOLD; ELIAS, 2014).

A permeabilidade da epiderme é determinada por interacbes complexas entre
queratindcitos terminais diferenciados na superficie da pele e grupos de proteinas estruturais,
como filagrina, enzimas reguladoras e lipideos. A deficiéncia de filagrina € um dos principais
determinantes da disfuncdo de barreira. Outros fatores que podem resultar na degradacdo da
barreira cutanea incluem o desequilibrio entre a protease do estrato corneo (por exemplo,
calicreina,) e atividade antiprotease (por exemplo, o inibidor linfo-epitelial Kazal tipo 1 -
LEKTI), a colonizacdo microbiana e a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias. As tigh
junctions estdo localizadas no estrato granuloso abaixo do estrato cérneo e evitam difusdo de
macromoléculas (BRANDNER et al., 2015). Anormalidades na funcdo das tigh junctions
localizadas na camada granular da epiderme podem contribuir para a diminuicdo da funcdo de
barreira cutanea observada na dermatite atdpica. Estas estruturas sao compostas de proteinas
transmembranares, como proteinas da familia claudina; proteinas integrais de membrana,

como a molécula de adesdo juncional, ocludinsa etricelulinas. Uma expressdo reduzida da
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claudinal foi demonstrada na pele ndo-lesional de individuos com DA (DE BENEDETTO et
al., 2011).

A epiderme dos pacientes com DA ¢é caracterizada por uma funcdo de barreira da pele
geneticamente prejudicada com aumento da perda de &gua transepidérmica (SEIDENARI,;
GIUSTI, 1995). Essas anormalidades podem estar presentes no nascimento e predizer o
desenvolvimento da doenca no primeiro ano de vida (KELLEHER et al., 2015). Niveis mais
elevados de perda de 4gua transepidérmica em pacientes com DA tém sido associados a maior
gravidade da doenca (GUPTA et al., 2008; FLOHR et al., 2010).

A disfuncdo da barreira parece implicar uma alteragdo da imunidade cutanea
(particularmente em queratindcitos e células de Langerhans), com geracdo de sinais de
ativacdo linfocitaria para um desvio Th2 (CORK et al., 2006).

A epiderme funciona como uma defesa do organismo a partir de quatro elementos
principais: a barreira fisica (estrato corneo e juncdes intercelulares); peptideos
antimicrobianos (AMPs); a flora microbiana normal residente na pele e o préprio sistema
imune do hospedeiro (KUO et al., 2013).

Queratindcitos e células apresentadoras de antigenos na pele expressam uma série de
receptores denominados receptores de reconhecimento de padrdes, que incluem os toll-like
receptors (TLRs). A estimulacdo de TLRs por danos nos tecidos ou micro-organismos, leva a
liberagdo de uma ampla gama de mediadores inflamatorios, incluindo AMPs, citocinas e
guimiocinas, e aumenta a forca das tigh junctions para limitar ainda mais a penetracdo de
alérgenos e micro-organismos. Uma funcdo adicional dos TLRs é induzir a maturacdo das
células dendriticas, que determina o carater e a magnitude da resposta imune adaptativa (DE
BENEDETTO et al., 2009).

Pacientes com DA apresentam funcdo reduzida de TLR2 e TLR9 (DE BENEDETTO
et al., 2009; KUO et al., 2013). Defeitos neste processo de reparo da barreira epidérmica
podem levar a alteracdo no microbioma da pele e inflamagdo mais grave, como visto em
pacientes com dermatite atdpica que sdo colonizados com Staphylococcus aureus (KONG et
al., 2012).

A barreira cutdnea comprometida permitiria uma penetragdo aumentada de alérgenos,
resultando em uma resposta celular tipo Th2. Em modelo animal, utilizando camundongos
deficientes em filagrina, com caracteristicas fenotipicas e histoldgicas de ictiose vulgar,
observou-se que a aplicagdo topica de alérgenos ou antigenos proteicos resultou em
sensibilizagdo alérgica mediada por IgE e alteracBes cutineas caracteristicas de DA
(FALLON et al., 2009).
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A iniciacdo de lesGes agudas de DA € caracterizada pelo aumento da expressdo de
citocinas Th2, Th22 e Thl7. As citocinas Th2 e Th22 (IL-4, IL-13, IL-31 e IL-22) parecem
modular a funcao da barreira epidérmica suprimindo a expressao de genes de diferenciacdo de
queratindcitos terminais (por exemplo, FLG, loricrina, involucrina), inibindo a producao de
AMPs e promovendo a hiperplasia epidérmica (LEUNG; GUTTMAN-YASSKY, 2014).

A linfopoietina estromal timica (TSLP) é uma citocina tipo IL-7 altamente expressa
nas células epiteliais em superficies de barreira (por exemplo, pele, intestino, pulméo). Esta
proteina promove a diferenciacdo de células T helper nativas em células Th2 inflamatorias e
pode ser um fator critico que liga a funcdo de barreira defeituosa as respostas Th2 a exposicao
ao alérgeno epicutaneo (TAKAI, 2012). Os polimorfismos TSLP tém sido propostos como
marcadores de gravidade da doenca. Um estudo multicéntrico caso-controle demonstrou
associacdo entre variantes do gene TSLP e risco de DA e eczema herpético (EH) (GAO et al.,
2010). Além disso, variantes genéticas da TSLP tém sido associadas a uma menor
probabilidade de DA persistente, mesmo em individuos com mutacGes e perda de funcdo da
filagrina MARGOLIS et al., 2014a).

1.1.3 Quadro Clinico

Os critérios utilizados para diagnosticar a DA sdo fundamentalmente clinicos. A
presenca de prurido é essencial dentro das manifestacdes desta doenca. Deve-se realizar uma
anamnese minuciosa, incluindo morfologia, distribuicdo, presenca de prurido, pele seca,
infeccbes secundarias, alergopatias associadas, historia familiar de atopia, fatores
desencadeantes e medicamentos utilizados. O exame fisico complementa a histéria clinica:
caracterizar as lesfes cutaneas em relacdo a morfologia e distribuicao(

Figura 1), avaliar grau de hidratacdo da pele e buscar sinais de outras doencas
alérgicas (BROWN; McLEAN, 2012).

O eczema agudo é caracterizado por papulas e placas eritematosas intensamente
pruriginosas e vesiculas com exsudagdo e crostas, enquanto lesGes subagudas ou cronicas
apresentam papulas e placas eritematosas liquenificadas. Em muitos pacientes, lesdes em

diferentes estagios podem estar presentes ao mesmo tempo (LEUNG, 2013).
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Figura 1- Distribuicdo tipica das lesdes de DA de acordo com idade

Fonte: WEIDINGER; NOVAK, 2016.

A maioria dos pacientes com dermatite atopica tem hiper-reatividade cutanea para
varios estimulos ambientais, incluindo exposicdo a alimentos e alérgenos inalantes, irritantes,
alteracdes no ambiente fisico (incluindo poluicdo, umidade, entre outros), infeccdo
microbiana e estresse (LEUNG, 2013).

A DA ocorre no primeiro ano de vida em 60% dos casos, e até os cinco anos de vida
em quase 85% dos casos. Em lactentes, a dermatite atOpica apresenta tipicamente lesdes nas
superficies extensoras, face e no couro cabeludo. Geralmente, poupa a area da fralda
(RUDIKOFF; LEBWOHL, 1998). As lesdes agudas podem incluir papulas, placas e, em
alguns casos, vesiculas, podendo haver exsudatos serosos e crostas em casos graves.

Em criancas e pré-puberes, a DA é caracterizada por menor exsudacdo e, muitas
vezes,observam-se placas liquenificadas em uma distribuicdo flexural,conforme Figura 2,
especialmente nas fossas antecubital e poplitea (WEIDINGER; NOVAK, 2016).
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Figura 2- Placa liquenificada em fossa cubital, tipica em pacientes com DA

Fonte: A autora, 2016.

Em adultos, a dermatite atdpica é consideravelmente mais localizada e
liquenificada. As &reas envolvidas séo areas de flexura e podem estar associadas a areas
de face, pesco¢o ou maos (PUGLIARELLO et al., 2011).

Em todos os grupos etarios, qualquer area do corpo pode estar envolvida,

principalmente em casos graves, conforme Figura 3.(PUGLIARELLO et al., 2011).

Figura 3- Paciente atendido no ambulatorio de DA com lesGes disseminadas

<

Fonte: A autora, 2016.
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Pacientes com DA podem apresentar uma variedade de achados cutaneos,
denominados estigmas atdpicos, que incluem palidez centrofacial, dermografismo
branco, queratose pilar, hiperlineariedade palmar, pitiriase alba, (Figura 4)
escurecimento periorbital e linha Dennie-Morgan, diminui¢cdo ou auséncia da por¢éo
lateral das sobrancelhas (sinal de Hertoghe), fissuragéo infra-auricular e retroauricular e
eczema mamilar (DELEURAN; VESTERGAARD, 2014). Embora considerados
critérios diagnosticos menores, esses achados sdo frequentemente vistos e podem ser

favoraveis ao diagndstico de DA em alguns pacientes.

Figura 4- Presenca de pitiriase alba e placa eritematodescamativa na fossa cubital tipica

de paciente com DA

Fonte: Foto cedida pela Dra. Luna Azulay.

1.1.3.1 Critérios Clinicos

Ha& varios critérios clinicos para o diagndstico da DA, os de Hanifin e Rajka
(Quadro 1) foram introduzidos em 1980 e ainda hoje sdo utilizados em estudos clinicos
(HANIFIN; RAJKA, 1980).
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Quadro 1- Critérios diagnosticos de Hanifin e Rajka

Critérios maiores (3 ou mais):

Prurido

Morfologia e distribuigdo tipica das lesdes (comprometimento facial e extensor nas criangas e
liqueinificagdo e linearidade nos adultos)

Histaria pessoal oufamiliar de atopia

Dermatite crénica e recidivante

Critérios menores (3 ou mais)

Xerose Hiperlineandade palmar

Inicio precoce da doenga Tend&ncia a infecgdes cutaneas
Queratose pilar Prega infra-orbital de Dennie-Morgan
Tendéncia 3 dermatite inespedficade m3os e pés| Pitifase alba

Dermografismo branco FPalidez ou eritemafacial

Queilite Eczema de mamilo

Pregas anteriores do pescogo Acentuagdo perifolicular
Escurecimento periorbital Alopecia areata

Sinal de Hertogue (rarefagdo das sobrancelhas)| Hiperreatividade cutdnea (tipo )
Elevagdo da IgE sérica Enxaqueca (?)

Conjuntivites recorrentas Intolerdncia alimentar

Curso influenciado por fatores emocionais Catarata

Curso influenciado porfatores ambientais Ceratocone

Prurido quando transpira Urticaria colinérgica

Alergiaao niquel

Fonte: HANIFIN; RAJKA, 1980.

Os criterios de UK (The U.K. Working Party's Diagnostic Criteria for Atopic
Dermatitis)foram desenvolvidos em 1994, com o objetivo de simplificar os critérios
diagnosticos de DA e utiliza-los em estudos populacionais (WILLIAMS et al., 1994).
Estes consistem em um critério obrigatdrio e outros cinco critérios, dos quais o0 paciente
necessita apresentar pelo menos trés para ser diagnosticado com DA. Conforme quadro
2.
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Quadro 2- Critérios diagnosticos de UK

Critério obrigatorio: Historia de prurido cutaneo nos ultimos 12 meses associada a, pelo menos, trés
critérios:

Fossa poplitea ou antecubital;

1-  Histdria de envolvimento das dobras da pele: | Parte da frente dos tornozelos;

Punhos ou pescoco.

2- Dermatite flexural visivel

3- Histdria pessoal de asma ou rinite (ou histéria de doenca atdpica em progenitores ou irmaos se o
paciente tiver menos de quatro anos de idade).

4-  Historia de uma pele geralmente seca no ultimo ano.

5- Inicio abaixo dos dois anos de idade.

Fonte: (WILLIAMS et al., 1994)

Tanto os critérios de Hanifin e Rajka quanto os esquemas de diagnostico do
Grupo de Trabalho do Reino Unido foram validados em estudos e testados em
diferentes populacdes (MEVORAH et al., 1988; GU et al., 2001).

1.1.3.2 Critérios de Gravidade

O SCORAD (Scoring Atopic Dermatitis) é uma escala de gravidade para avaliar
a DA e tornou-se uma ferramenta de referéncia para o acompanhamento da
doenca.Avaliam-se trés itens (Figura 5): superficie; intensidade do eczema:presenca de
eritema,edema,crostas,escoriacdo, liquenificacdo e xerose;e repercussao funcional (sono
e prurido). Valores abaixo de 25 sdo considerados leves, entre 25-50 moderados e acima
de 50, graves (ORANJE et al., 2007).
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Figura 5- O SCORAD (Scoring Atopic Dermatitis)
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Fonte: NO AUTHORS LISTED, 1993

1.1.4 Evolucdo e complicacdes

A DA apresenta um curso cronico e longo de meses a anos. Os pacientes estdo
predispostos ao desenvolvimento de infeccbes bacterianas e virais na pele eo
acometimento de infeccdo secundaria nas lesdes € frequente, estando associada a
exacerbacdo da doenca. O Staphylococcus aureus coloniza quase 100% dos pacientes,
no entanto, a infecgdo por S. aureus resistente a meticilina adquirida na comunidade é
incomum entre criangas com DA (BALMA-MENA et al., 2011).

O eczema herpeticum, também chamado erupc¢do variceliforme de Kaposi, €
uma infeccdo viral por herpes simplex na pele afetada de pacientes com DA grave e

apresenta rapida disseminacdo. Esta € uma complicagdo rara, ocorrendo em menos de
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3% dos pacientes. Eczema grave, altos niveis de IgE sérica e historia de alergia
alimentar ou asma parecem ser fatores predisponentes (LEUNG, 2013a).

A maioria dos pacientes apresenta melhora da DA no final da infancia, mas a
doenca pode persistir até a idade adulta em uma proporcdo varidvel de casos
(GARMHAUSEN et al., 2013). Uma analise combinada de 45 estudos, incluindo mais
de 110.000 individuos, constatou que 20% dos casos de DA na infancia persistiam apos
oito anos do diagnostico e, 20 anos apos o diagnostico, havia menos de 5%de casos
(KIM et al., 2016). A idade de inicio foi o principal fator associado a persisténcia da
DA. O indice de risco foi maior para inicio na idade entre 2 e 5 anos. Outros fatores de
risco para persisténcia foram gravidade, duracdo da doenca e sexo feminino. A
hipersensibilidade a um ou mais alérgenos ndo parece influenciar a persisténcia da
doenca (KIM et al., 2016).

1.1.5 Tratamento

O manejo da DA inclui vérias medidas ndo farmacoldgicas, iniciando pelo
esclarecimento da natureza cronica da doenca, suas agudizacOes e tratamentos de
controle da inflamacdo e do prurido. Como tratamento auxiliar, podem ser utilizados
antibidticos orais e tdépicos para tratamento de infec¢bes secundarias bacterianas,
antivirais e antifingicos, quando for indicado (BECK et al., 2014).

Em algumas situaces, nas quais o nivel de ansiedade € alto, a autoestima baixa,
hd pouca interacdo social ou introspeccdo acentuada, a abordagem de aspectos
emocionais deve ser realizada por meio de intervengdo psicolégica (BROWN et al.,
2011).

O tratamento de manutencdo da dermatite persistente ou recorrente consiste em
utilizacdo de inibidores da calcineurina e uso intermitente de corticosteroides topicos.
Na doenca refrataria grave, esté indicado utilizar fototerapia e imunossupressores como

ciclosporina, metotrexato e azatioprina (HOTZE et al., 2014).
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1.2 Genética da DA

A DA apresenta importante influéncia geneética, sugerida por estudos que
encontraram 80% de probabilidadede gémeos monozigdticos apresentarem DA, em
comparagdo com 20% para gémeos dizig6ticos. De acordo com a literatura existem
genes associados a anormalidades da barreira cutanea, em particular localizados no
complexo de diferenciacdo epidérmica no cromossomo 121, incluindo o gene da
filagrina (FLG) (RODRIGUEZ et al., 2009).

Os polimorfismos da filagrina sdo fatores de risco para dermatite atépica e
outras doengas cutdneas e alérgicas, incluindo dermatite de contato irritativa, asma e
alergia alimentar (RODRIGUEZ et al., 2009; VAN DEN OORD; SHEIKH,
2009;IRVINE; McLEAN; LEUNG, 2011).

Duas meta-analises confirmaram a associacdo de mutacdes no gene da
filagrinada FLG com dermatite atépica (RODRIGUEZ et al., 2009; VAN DEN OORD;
SHEIKH, 2009). Em ambos os estudos, o risco de DA foi maior em individuos
portadores de uma ou ambas as mutagdes R501X e 2282del4, em comparagdo com nao
portadores. Um estudo caso-controle subsequente mostrou que as mutagdes no FLG
estavam associadas com a DA ocorrendo em idade precoce (<8 anos), mas ndo com a
doenca na infancia tardia ou na idade adulta (RUPNIK; RIJAVEC; KOROSEC, 2015).
Além disso, em pacientes com historia de DA, as mutacdes no FLG homozigdticas
parecem estar associadas ao aumento da prevaléncia e persisténcia da dermatite de méaos
e pés durante a idade adulta (HEEDE et al., 2015). O gendtipo FLG também pode
influenciar a resposta ao tratamento. Em um estudo de coorte com 842 criangas,
acompanhadas durante uma média de 7,6 anos, os pacientes portadores de mutacdes
homozigdticas de FLG com perda de funcdo apresentavam pior resposta ao tratamento
do que aqueles com FLG de tipo selvagem ou heterozigoto (CHANG et al., 2017).

Atualmente 47 mutacGes com perda de fungdo j& foram identificadas no gene
que codifica a filagrina em pacientes com DA. Perfis distintos de mutacdes foram
identificados em pacientes da Europa e da Asia (FLOHR et al., 2010).

Dentre as mutagdes descritas, as mais comumente encontradas nos caucasianos

sdo a R501X e a 2282del4 (compreendem 50% das mutacBGes encontradas), além da



28

R2447X e da S3247X (MARGOLIS et al., 2012). Na populacdo japonesa, as mutagoes
encontradas foram a 3321delA e a S2554X (VERCELLI, 2008). Estas mutacOes
parecem variar de acordo com grupos étnicos, por exemplo, na populacdo afro-
americana estudos demonstraram uma prevaléncia bem menor que nos caucasianos
(BIEBER, 2008).

N&o hé estudos descrevendo mutacdes no gene da filagrina em amostra de
individuos brasileiros saudaveis ou pacientes com DA. Embora a descoberta de
mutacdes no gene da filagrina represente um grande avango no entendimento da DA,
ndo explica toda a patogénese. Mesmo entre pacientes com DA grave, mutacdes no
gene da filagrinaforam identificadas em 50% dos pacientes (IRVINE; MC LEAN;
LEUNG, 2011; MC ALEER; IRVINE, 2013). E possivel que a reducéo da expressio de
outras proteinas estruturais, como involucrina, loricrina, filagrina-2 e hornerina, na pele
de pacientes com DA, quando comparada a pele normal, apresente papel relevante
(CZARNOWICKI; KRUEGER; GUTTMAN-YASSKY, 2014). Além disso, outras
alteracdes encontradas em pacientes com DA podem comprometer a funcao da barreira
cutanea, incluindo deficiéncias na imunidade inata, com diminuicdo de peptideos
antimicrobianos como as beta-defensinas e catelicidinas; niveis diminuidos de
ceramidas ou mudangas na composicdo das mesmas e diminuicdo de proteinas
importantes na integridade das tightjunctions na epiderme, como as da familia das
claudinas. Entender como esses eventos acontecem ao longo do tempo serad primordial
para identificar novos alvos terapéuticos a serem usados na DA (CZARNOWICKI;
KRUEGER; GUTTMAN-YASSKY, 2014).

O gene SPINKS5 esté relacionado ao inibidor de protease LEKTI, o qual tem um
importante papel na homeostase da barreira de pele, incluindo descamacéo da epiderme
e construcdo de barreira lipidica. Polimorfismos de SPINK5 estdo associados a
incidéncia e severidade da DA entre chineses (LAN et al., 2011; ZHAO et al., 2012),
embora nenhuma associagédo tenha sido confirmada em pacientes alemées (FOLSTER-
HOLST et al., 2005). Vérios estudos de associacdo genética sugerem uma contribuicao
da deficiéncia de LEKT]I para a patogénese da DA (ZHAO et al., 2012).

Além de FLG e SPINKS5, outros genes tém sido propostos como potenciais
contribuintes para a DA, incluindo aqueles envolvidos na formacao da barreira cutanea
ou na regulagdo imune (Tabelal)(GUTTMAN-YASSKY et al., 2009; KIM et al., 2016).



Tabela 1. Genes associados com a barreira cutanea e imunidade na DA

Gene Alelos ou Mutacdo SNP Populacdo Gravidade da doenca
Complexo de diferenciacéo epidérmica
FLG Perda de variagdo numero R501X,2282del4 Europeu, chinés Aumenta o risco de AD
de copia da
funcgdo singapurense Correlacionada com gravidade
rs12568784,Q2053del22
FLG2 parada prematura do codom 4 Africano,americano DA mais persistente
rs16833974
SPINK5 Perda da fungéo rs230370 T Taiuanés Aumenta o risco de DA
e420K Italiano Aumenta o risco de DA
SPRR33 Variagdo do nimero de copias rs28989168 Alemdo Aumenta o risco de DA
TMEM79 mutacao missense rs6684514 Irlandés Aumenta o risco de DA
daudin-1 marcacdo de haplotipos rs803051 Africano, americano Aumenta o risco de DA
genotipo AG ou GG r$9290929 Coreano
Imunidade inata
TLR2 mutacao missense R753Q Alemdo, italiano DA grave
A 16934T Alemao, japonés DA grave
TLR4 N/A D299G Italiano Aumento da DA
896/G N/A Ucraniano Aumento
InfecgOes virais respiratorias
TLR9 TT C-1237T Aleméo DA intrinseca
NOD1 N/A rs2907748 Aleméo Sensibilizacdo ao alérgeno
rs2907749
hBD1 Haplotipo CT rs5743399 Coreano Sensibilizacdo ao alérgeno
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Gene Locus Alelos ou Mutacdo SNP Populacdo Gravidade da doenca
Imunidade Adaptativa
IL18 11922 Alelo G rs1946518 Chinés Baixo risco de DA
rs187238
IL18RAP 2912 N/A rs6419573 Japonés Alto risco para DA
IL12 chr3 IVS/798A/Haplotipo T rs582504,rs582054, Coreano Alto risco para DA
TA rs2243151 Aumento do risco para DA
IL-12RB cr5 TT rs438421,rs2066446 Coreano Sensibilizacdo ao alérgeno
crl AA
IFNG/IFNGR  12/6¢23-
1 24 Perda da fungéo V14M e Y397C Africano, americano Eczema herpeticum
IL-4 5031-33 Alelo T 590C/T do IL-4 Egipcio Aumento do risco para DA
responsavel
IL-4Ra 16 Ganho de funcéo I50V,Q576R Egipcio Aumento do risco para DA
IL-13 5931-31 N/A rs1288917 Associa¢io com asma
STATEG6 12 Homozigotos de Alelos rs324011 Aleméao Baixo risco de DA
Menores
IL-31 12 Haplo6tipo AAA e 1066,-2057 e ivs2+ Polonés Alto nivel sérico IL-31, prurido grave
GAA 12
IL-17A Gendtipos AA 152 G/A Polonés Da grave em coexisténcia
com asma
FCER1A 1 N/A Responsavel Japonés Sensibilizacdo ao alérgeno
Quimiocinas N/A
RANTES 17.35 28G N/A Alemdo Sensibilizacdo ao alérgeno
403A Superexpressao N/A Japonés/Alemao Sensibilizacdo ao alérgeno
Caminho da Vitamina D
Cyp24al 20054 Maior Alelo C rs2248359 Alemao DA grave
VDR 20913 AT rs7975232 Chinés Eosinofilia severa e altos
indices de IgE.

Fonte: KIM et al., 2016.
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1.2.1 Filagrina

A filagrina é uma molécula-chave na hidratacdo da pele, promovendo a coeséo
dos filamentos de queratina nos cornedcitos (SIMON, 1996).E produzida em conjunto
com a diferenciacdo de queratindcitos, codificada pelo FLG no complexo de
diferenciacéo epidérmica no cromossomo 1g21, um conjunto de mais de 70 genes que
codificam proteinas envolvidas na formacdo de barreiras cutaneas e diferenciacdo de
epitélios estratificados (SANDILANDS et al., 2009).As proteinas codificadas por estes
genes,incluindo proé-filagrina, filagrina-2, hornerina,repetina,cornulina,trico-hialina,
contribuem para a funcdo de barreira cutanea e coesdo estrutural dos cornedcitos
(PELLERIN et al., 2013).

Na pele normal, a filagrina é sintetizada como uma pro-proteina (pro-filagrina)
de alto peso molecular, com aproximadamente 400 kDa, em granulos citoplasmaticos de
queratohialinanas células da camada granulosa. Sua estrutura é composta de 10 a 12
mondmeros repetitivos de peso molecular 37 kDa, alem de uma por¢cdo N-terminal que
contém dominio de ligacdo ao calcio S-100, e uma porcdo C-terminal de funcédo
desconhecida. Como pro-proteina ndo tem atividade biol6gica, entretanto, um processo
de desfosforilacdo causa liberacdo dos mondmeros individuais, que séo a forma ativa da
proteina com propriedades de agregacdo de filamentos de queratina(SANDILANDS et
al., 2009).

Os mondmeros da filagrina tém importante acdo no agrupamento das lamelas
que constituirdo a camada cornea, de forma que fiquem organizadas de maneira paralela
e compacta. Apos realizarem esta funcdo, os monémeros sao posteriormente degradados
por cisteino-peptidases, gerando os Fatores de Hidratacdo Naturais (em inglés Natural
Mosturizing Factors -NMFs), que incluem amino&cidos livres, acido urocanico (UCA) e
acido pirrolidénico carboxilico (PCA) (Figura 6). Os NMFs promovem captacdo e
aprisionamento da agua, e manutencdo do pH acido da pele, essencial para prevenir a
adesdo e penetracdo de micro-organismos (IRVINE; MC LEAN; LEUNG, 2011).
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Figura 6— Processo metabdlico da filagrina
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Legenda: Esquema do processo metabdlico da filagrina. Nos granulos de queratohialina a profilagrina é
estocada, depois clivada em filagrina, a qual liga os filamentos de queratina no corneécito. Na
camada superior do estrato cdrneo, mondmeros de filagrina sdo clivados em aminoacidos
livres, acido urocanico (UCA) e &cido pirrolidénico carboxilico (PCA).

Fonte: EGAWA,; KABASHIMA, 2016.

1.2.2 Prevaléncia da mutacdo do gene da filagrina em diferentes populacoes

A prevaléncia das mutacbes do gene da filagrina apresenta diferencas étnicas
tanto na populacdo geral quanto em individuos portadores de DA, conforme figura 7.
Além disso, cada populacdo, de acordo com sua ancestralidade, tem seu préprio
espectro de mutacdes.

Uma alta prevaléncia de mutacdes é evidente no norte da Europa, América do
Norte e partes da Asia. No entanto, a prevaléncia e a associagdo com a DA parecem ser
baixas em populacbes de paises mediterraneos e africanos. Também, a prevaléncia de
mutacdes parece ser menor em americanos de ascendéncia africana em comparagdo com
individuos de ascendéncia europeia. A prevaléncia em outras populagdes, como as da

América do Sul ou Oceania, continua a ser investigada.
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Embora as mutacdes sejam prevalentes e associadas com a doenca em varias
populacBes asiaticas, as variantes especificas de perda de funcdo diferem das
prevalentes na Europa e na América do Norte. No total, 0 FLG exibe uma notavel
variacdo tanto no tipo de variantes de perda de funcdo quanto na prevaléncia de
mutacOes entre diferentes populacGes globais (WINGE; BRADLEY, 2014).

Figura 7- Distribuicdo das mutagdes da Filagrina na populacgao geral (a) e entre os
individuos com DA (b)

Fonte:WINGE; BRADLEY, 2014.

Dentre as mutacBes descritas, as mais comumente encontradas nos caucasianos
sdo a R501X e a 2282del4 (compreendem 50% das mutacBGes encontradas), além da
R2447X e da S3247X (MARGOLIS et al., 2012). Na populacdo japonesa, as mutacoes
encontradas foram a 3321delA e a S2554X (VERCELLI, 2008). Estas mutacOes
parecem variar de acordo com grupos étnicos (tabela 2), por exemplo, na populacéo
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afro-americana estudos demonstraram uma prevaléncia bem menor que nos caucasianos
(BIEBER, 2008).

Em um estudo de coorte americano, 27,5% dos pacientes portadores de DA
americanos, de ascendéncia europeia,apresentaram mutacdo do gene da filagrina,
enquanto que entre os americanos descendentes de africanos, apenas 5,8%
(MARGOLIS et al., 2012).

Tabela 1- Distribuicdo das mutacdes da Filagrina na populacdo geral e nos portadores
de DA

Author Population GP (n) FLG mut GP (%) AD (n) FLG
mut
AD
(%)

Gruber et al. Austria 110 2,7

Thyssen et al. Denmark 3,335 8,1 177 19,7

Thyssen et al. Denmark 2,500 7,6

Mlitz et al. France 99 4 97 10,3

Betz et al. Germany 449 8 145 15,2

Marenholz et al. Germany 871 9,4

Stemmler et al. Germany 667 9,6 374 15,8

Weidinger et al. Germany 2,864 1,7

Cramer et al. Germany 2,867 6,2

Oji et al. Germany 752 4,6

Weichenthal et al. Germany 276 7,6

Huffmeier et al. Germany 376 3,8

Novak et al. Germany 1,468 7,5

Greisenegger et al. Germany 402 7,7 462 22,9

Palmer et al. Ireland 186 8,6 55,8

Sandlands et al. Ireland 736 7,6 45,2

Zhao et al. Ireland/UK 2,117 8



Author

Cascella et al.
Poniska et al.
Ekelund et al.
Ballardidni et al.
Winge et al.

de Jongh et al.
Palmer et al.
Barker et al.
Brown et al.
Brown et al.
Rice et al.
Henderson et al.
Imoto et al.

Lee et al.

Chen et al.
Common et al.
Chen et al.

Wang et al.

Van Limbergen et al.

Gaoet al.

Margolis et al.
Brown et al.
Winge et al.
Margolis et al.

Gao et al.

Population

Italy

Poland

Sweden

Sweden

Sweden

The Netherlands
UK

UK

UK

UK

UK

UK

Japan

Korea

Singapore
Singapore
Singapore
Taiwan

UK

African American
African American
African American
Canadian
Ethiopian
European American

European American

GP (n)

201

510

1,608
341
217
1.008
1,334
747
789
5.289
6.971
1,499
133
100
434
433
212
944
152

177

891
103

156

FLG mut GP (%)

4.8

6,5
5,7
7,4
93
8,8
115

14,2

8,8
6,5

15

7,3
6,9
3,8
10,9
1,3

0,5

11

58

AD (n)

386

286

42

390

212

187

370

106

433

276

35

FLG
mut
AD
(%)

18,9

13

42
40,2

18,1

2,4

21,3

14,7

6,4

58

0,1

27,5

27,9
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Author Population GP (n) FLG mut GP (%) AD (n) FLG
mut
AD
(%)

Palmer et al. North African 124 0

Lietal. China 301 4 399 26

Ma et al. China 169 6,5 160 15

Chen et al. China 160 1

Zhang et al. China 92 0 261 31,4

Lietal. China 301 4

Zhang et al. China 100 3

Ching et al. China 191 0 174 2,3

Nomura et al. Japan 156 0 143 5,6

Nomura et al. Japan 133 15 102 11,1

Nomura et al. Japan 134 38 137 27

Legenda: GP-populacdo geral AD- dermatiite atopica FLG ; mut : mutagdo do gene da filagrina.
Fonte: WINGE; BRADLEY, 2014

1.2.3 Filagrina 2

Margolis e colaboradores (2014) descreveram uma forte associacdo entre
mutacdes no gene da filagrina2 e dermatite atOpica persistente em pacientes afro-
americanos. A filagrina2 (FLG2) é uma proteina com funcdo semelhante a
filagrina,encontrada nos granulos de queratohialina da camada granulosa e nos
corneocitos da camada cornea (WU et al., 2009). A FLG2 ¢é também codificada na
regido denominada complexo de diferenciacdo da epiderme, 0 que sugere uma
correlacdo genética entre um defeito de barreira e dermatite atopica em pacientes afro-
americanos (MARGOLIS et al., 2014).

As duas mutac6es no gene da FLG2- rs12568784 e rs16833974 - associadas com
a persisténcia da DA em afro-americanos estdo ausentes, ou sao raramente encontradas,

em individuos de origem europeia. As razfes pelas quais as mutagdes no gene da
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filagrina prevalentes em europeus nédo sdo encontradas consistentemente em pessoas de
ascendéncia africana, enquanto o oposto parece verdadeiro em relacdo ao gene da FLG2
ndo estdo claras. No entanto, todas essas mutacGes parecem ser funcionalmente
semelhantes (MARGOLIS et al., 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

A dermatite atdpica é uma doenca cronica de alta prevaléncia e impacto negativo
sobre os sistemas de salde e também na qualidade de vida dos pacientes e suas familias.
N&o ha até o momento estudos sobre a prevaléncia de mutacbes dos genes da filagrina
em pacientes com dermatite atdpica, e de sua associacdo com aspectos socio-
demogréficos e clinicos, como a gravidade da doenca, na nossa popula¢do. Em funcéo
da maioria dos pacientes de nosso servigco serem pardos e negros, optamos por estudar
os polimorfismos do gene da filagrina 2 ( rs 12568784 e rs 16899374), relatados por
outros autores como os mais comuns em afrodescendentes. Os genes da filagrina 2
podem ser avaliados pelo método PCR-tempo real, e a presenca de uma equipe
qualificada para realizar este método no Laboratério de Histocompatibilidade e
Criopreservacdo da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, permitiu uma maior
confiabilidade nos resultados. Esse trabalho € inédito no Brasil, e permitird esclarecer
melhor a base genética dos pacientes de dermatite atépica em uma populacdo multi

étnica como a nossa.
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3 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar as mutacdes do gene da filagrina2 (rs
12568784 e rs 16899374) em criancas e adultos com dermatite atépica. 1. Comparou-se
a frequéncia de mutacOes da Filagrina2 em pacientes com DA e controles saudaveis

3.1 Objetivos secundérios

1. Verificar a associacdo entre a presenca de mutacdes com:
Gravidade do quadro clinico,
Presenca de outras doencas alérgicas,

Fatores sdcio-demograficos da amostra. (sexo, cor da pele, faixa etaria)
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4 METODO

4.1 Delineamento do estudo

Estudo transversal realizado no ambulatério de dermatite atdpica da Policlinica Piquet
Carneiro da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

4.2 Populacéo e amostra

4.2.1 Amostra

Foi constituida por amostra de conveniéncia, pacientes de ambos 0s sexos, com idade
entre 1 e 27 anos, com diagndéstico de dermatite atopica, de acordo com os critérios da United
Kingdom Working Party (UK), recrutados no ambulatério de dermatite atopica da Policlinica
Piquet Carneiro da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Utilizou-se um grupo

controle de 83 pacientes proveniente de banco de medula 6ssea.

4.2.2 Critérios de inclusdo

Pacientes com diagnostico de dermatite atopica de acordo com os critérios UK.
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4.2.3 Critérios de exclusdo

Pacientes com outras doencas cronicas da pele (psoriase, entre outras) ou doencas
sisttmicas que afetam a pele (imunodeficiéncias primérias, lupuseritematoso sistémico, entre

outras).

4.3 Coleta de dados

De acordo com a ordem de chegada ao ambulatorio, os pacientes responderam a um
questionario (ANEXO A) com as seguintes variaveis: sexo, idade, etnia, inicio da DA,
historia familiar de doencas alérgicas e presenca de asma, alergia alimentar e rinite. Utilizou-
se 0 questionario ISAAC, validado para nossa linguagem para avaliar a presenca de asma
(SOLE, D. et al 1998) e rinite (BRAUN-FAHRLANDER C, et al.,1997) . Além disso, foi
realizada anélise da gravidade da DA pelo SCORAD (scoring atopic dermatitis). Os niveis de
gravidade da DA foram definidos como leve: SCORAD até 25 pontos; moderado entre 25-50
pontos; e grave, acima de 50 pontos. (ORANJE et al., 2007).

Apds a assinatura de termos de consentimento, relatando os principais objetivos, riscos
e beneficios da pesquisa, por parte dos responsaveis e de assentimento por parte dos pacientes
adolescentes, amostras de sangue venoso foram coletadas em tubos contendo EDTA. Para a
determinacdo da variacdo genética da filagrina 2, o DNA genbmico dos individuos
participantes do estudo foi purificado com auxilio do kit QlAamp DNA Blood Mini kit
(Qiagen, Valencia, CA), de acordo com as instrucdes do fabricante. O principio deste kit
baseia-se na extracdo de DNA gendmico de células sanguineas nucleadas e posterior ligacéo
do DNA a uma matriz de fibra de vidro contida em uma coluna de MicroSpin.
Resumidamente, ap6s a digestdo das membranas celulares pela proteinase K, o material
nucléico foi transferido para uma membrana de silica onde sofreu véarias lavagens com
solugdes alcoodlicas. A eluicdo foi feita pela adicdo de agua ultrapura. O DNA gendmico foi
quantificado através da medida da absorbancia na densidade Optica de 260 nm (OD260)
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usando o espectrofotdbmetro NanoDrop Lite (ThermoScientific). A preparacdo final foi
armazenada a -20°C.

A genotipagem do gene da filagrina2 (rs16833974 e rs12568784) foi realizada através
de PCR em tempo real, utilizando-se sonda TagMan® de uso comercial (ABI assay;
AppliedBiosystems) marcada com os fluor6foros VIC e FAM para cada alelo, sendo
C_34256909 10 para rs16833974 e C_11261511 para rs12568784. Resumidamente, a reacao
foi realizada em um volume final de 10 ul, contendo 40 ng de DNA gendmico, Tagman SNP
Genotyping Assays 40X e Tagman Genotyping Master Mix, de acordo com as instrucées do
fabricante. Inicialmente as amostras foram submetidas a uma etapa de leitura pré-PCR a 60°C
por 30 segundos, seguida pela etapa de desnaturacdo a 95°C durante 10 minutos. Em seguida
foram submetidas a etapa de amplificacdo que consistia em 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto, para anelamento do primer e extensdo dos fragmentos. Apés a
amplificacdo dos fragmentos de DNA, as amostras foram submetidas a etapa final de leitura
p6s-PCR a 60°C durante 30 segundos. A reacdo da PCR foi realizada com auxilio do
termociclador ABI StepOnePlus Real-Time PCR System (AppliedBiosystems, Foster City,
CA). Os resultados da analise de discriminacdo alélica foram plotados em um gréafico de
disperséo contrastando a fluorescéncia de cada sonda.

A variavel preditora: polimorfismo no gene da filagrina2 (rs 12568784 e rs 16899374).
Como hipotese nula, ndo ha associacao entre polimorfismo no gene da filagrina2 e dermatite
atopica e a hipétese unicaudal, polimorfismo no gene da filagrina esta associada a dermatite

atopica.

4.4 Analise Estatistica

Fez-se uso das estatisticas de frequéncia e frequéncia relativa para apresentacdo das
variaveis em tabelas descritivas, com objetivo de compreender o perfil da amostra e também
dos controles. Com o intuito de verificar possiveis associa¢fes utilizou-se o teste estatistico
Qui-quadrado, ou Exato de Fisher, para identificar evidéncias que comprovem significancia
de determinadas variaveis em relagdo a mutacdo genética estudada e nivel de SCORAD

(Scoring atopic dermatitis).
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Utilizou-se o nivel de significancia de 0,05, p-valor < 0,05 para avaliagdo das
associacOes entre a varidvel dependente (polimorfismo no gene da filagrina 2) e as demais
varidveis de interesse do estudo.Os programas Microsoft Excel 2010 e Software R, versédo
3.3.1 (R Core Team 2015, Viena, Austria) foram empregados para organizagdo, criacdo de

tabelas e anélise estatistica dos dados.

4.5 Aspectos Eticos

O estudo seguiu os principios da Declaracao de Helsinki e foi aprovado pelo comité de
ética do Hospital Universitario Pedro Ernesto sob parecer N° 36934514.9.0000.5259
(ANEXO A).

Pacientes maiores de idade assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Anexo B).No caso de pacientes criangas, o responsavel assinou o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo C), para ingresso no estudo. Pacientes

adolescentes assinaram o Termo de Assentimento (Anexo D)



5 RESULTADOS

5.1 Perfil da amostra
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No periodo de novembro 2015 a fevereiro 2016 foram coletados os dados de 48

pacientes, 54% do sexo masculino e 46% do sexo feminino. O grupo controle foi constituido

por 83 amostras, 60,2% masculinos. As principais caracteristicas da amostra e do grupo

controle sdo descritas na tabela 3, houve pareamento por cor da pele e sexo.

Tabela 2- Distribuicdo dos dados socio-demogréficos dos pacientes e controles

Variaveis Pacientes Controle
Sociodemogréficos N % N %

Sexo

F 22 46% 33 40%

M 26 54% 50 60%
Cor da pele

Brancos 17 35% 29 35%

Pardos 12 25% 26 31%

Pretos 18 38% 28 34%

NI 1 2% 0 0%
Faixa Etaria

Lactantes 0 De 21 até 30 0
(De 0 a 2 anos) 4 8% anos 55 66%

Crianca 0 De 31 até 45 0
(De 3 a9 anos) 28 58% anos 21 25%

Adolescente 0 Acima de 45 0
(De 10 a 19 anos) 13 27% anos 6 %

Adulto 3 6% NI 1 1%

(20 anos ou mais)

Legenda: *NI=N&o identificado
Fonte: A autora, 2017.

Os dados referentes a época de inicio da DA em relacdo a historia familiar de atopia sdo

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 3 - Distribui¢do dos dados do Inicio da DA, em relacéo a HF Atopia

Inicio da DA HF Atopia Total
Presente Ausente NI
N % N % N % N %
Até 6 meses 14 280% 0 0% 0 0% 14 29%
De 6 meses a 3 anos 20 400% 3 60% 1 50% 24 50%
Acima de 3 anos 7 140% 2 40% 0 0% 9 19%
NI 0 0% 0 0% 1 50% 1 2%
Total 41 820% 5 100% 2 100% 48 100%

Legenda: *NI=Nao identificado
Fonte: A autora, 2017.

5.2 Polimorfismos no gene da filagrina2

Os resultados sobre o polimorfismo genético de rs 16833974 nos pacientes e controles
analisados podem ser vistos na Tabela 5 . N&o foram observadas diferengas significantes entre
os portadores de polimorfismo e as variaveis socio-demogréaficas estudadas em relacdo ao
grupo controle.

Tabela 4 - Polimorfimo rs16833974 nos pacientes e controles de acordo com as variaveis
sociodemograficas

Polimorfismo rs16833974

Variaveis Pacientes Controle
Sociodemograficos Presente Ausente Presente Ausente |
-valor
N % N % N % N % P
Sexo
F 4 8% 18 38% 5 6% 28 34%
0,67307
M 4 8% 22 46% 8 10% 42 51%
Cor da pele
Brancos 1 2% 16 33% 1 1% 28 34%
Pardos 1 2% 11 23% 4 5% 22 27%
0,803234
Pretos 6 13% 12 25% 8 10% 20 24%
NI 0 0% 1 2% 0 0% 0 0%

Fonte: A autora, 2017.
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Em relacdo ao polimorfismo genético de rs 12568784, os resultados estdo
demonstrados nas Tabela 6. Nao foram observadas diferencas significantes entre o0s
portadores de polimorfismo e as variaveis sécio-demograficas estudadas em relacdo ao grupo

controle.

Tabela 5 - Polimorfismo rs12568784 nos paciente e controles, de acordo com as variaveis

socio-demograficas.

Polimorfismo rs12568784

Variaveis Pacientes Controle
Sociodemograficos Presente Ausente Presente Ausente |
-valor
N % N % N % N % P
Sexo
F 11 23% 11 23% 19 23% 14 17%
1,00000
M 10 21% 16 33% 20 24% 30 36%
Cor da pele
Brancos 7 15% 10 21% 10 12% 19 23%
Pardos 3 6% 9 19% 17 20% 9 11%
0,05523
Pretos 10 21% 8 17% 12 14% 16 19%
NI 1 2% 0 0% 0 0% 0 0%

Fonte: A autora, 2017.

Foram realizados 46 cruzamentos de interesses entre os polimorfismo e historia
familiar, sexo, cor da pele, gravidade da doenca (SCORAD), atopia (asma, rinite, alergia
alimentar). Comparacgdes entre homozigotos em relacdo a amostra e também heterozigotos ,
todos os testes podem ser observador no APENDICE B. Os principais cruzamentos entre as
varidveis estudadas e os polimorfismos séo vistos na tabela 7 e 8.

Quanto ao polimorfismo rs12568784 também foram estudadas as variaveis: sexo,
etnia, SCORAD, historia familiar de atopia e doencas alérgicas associadas (alergia alimentar,
asma e rinite) e ndo foi encontrada significancia estatistica entre as variaveis, exceto pela
variavel pai. O teste apresentou p-valor = 0,032866, sendo esse menor do que o nivel de
significancia de 0,05 (5%). Visto isso, € possivel afirmar a existéncia de evidéncias

estatisticas que comprovem alguma relagdo de causa entre polimorfismo e Atopia (Pai). De
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acordo com os dados da tabela pode-se perceber uma reducgéo no polimorfismo rs12568784 na
presenca de Atopia (Pai).



Tabela 6 - Variaveis estudadas e polimorfismo genético rs16833974 nos pacientes

Variaveis Polimorfismoo rs16833974 Total

Presente Ausente p-valor
Estudadas N % N % N %
Sexo
F 4 50% 18 45% 22 46%
M 4 50% 22 55% 26 54% 1,00000
Total 8 100% 40 100% 48 100%
Scorad
Leve 6 75% 13 33% 19 40%
Moderado 2 25% 15 38% 17 35% 0.09014
Grave 0 0% 10 25% 10 21% '
NI 0 0% 2 5% 2 4%
Total 8 100% 40 100% 48 100%
HF Atopia
Sim 8 100% 33 83% 41 85%
Nao 0 0% 5 13% 5 10% 0,56920
NI 0 0% 2 5% 2 4%
Total 8 100% 40 100% 48 100%
Mae
Sim 5 63% 18 45% 23 48%
Nao 3 38% 17 43% 20 42% 0,70414
NI 0 0% 5 13% 5 10%
Total 8 100% 40 100% 48 100%
Pai
Sim 6 75% 16 40% 22 46%
Nao 2 25% 19 48% 21 44% 0,24044
NI 0 0% 5 13% 5 10%
Total 8 100% 40 100% 48 100%
Cor da pele
Brancos 1 13% 16 40% 17 35%
Pardos 1 13% 11 28% 12 25%
Pretos 6 75% 12 30% 18 38% 0,08330
NI 0 0% 1 3% 1 2%
Total 8 100% 40 100% 48 100%
Asma
Sim 4 50% 18 45% 22 46%
Nao 2 25% 19 48% 21 44% 0,66403
NI 2 25% 3 8% 5 10%
Total 8 100% 40 100% 48 100%
Alergia
Alimentar
Sim 1 13% 15 38% 16 33%
Nao 5 63% 22 55% 27 56% 0,38587
NI 2 25% 3 8% 5 10%
Total 8 100% 40 100% 48 100%
Rinite
Sim 6 75% 29 73% 35 73%
Nao 0 0% 8 20% 8 17% 0,57401
NI 2 25% 3 8% 5 10%
Total 8 100% 40 100% 48 100%

Fonte: A autora, 2017.



Tabela 7 - Polimorfismo genético rs12568784 nos pacientes e variaveis

Mutagéo rs12568784

Variaveis Total
Estudadas Presente Ausente p-valor
N % N % N %
Sexo
F 11 52% 11 41% 22 46%
M 10 48% 16 59% 26 54% 0,60940
Total 21 100% 27 100% 48 100%
Scorad
Leve 9 43% 10 37% 19 40%
Moderado 5 24% 12 44% 17 35% 0,50943
Grave 5 24% 5 19% 10 21%
NI 2 10% 0 0% 2 4%
Total 21 100% 27 100% 48 100%
HF Atopia
Sim 20 95% 21 78% 41 85%
Néo 0 0% 5 19% 5 10% 0,05930
NI 1 5% 1 4% 2 4%
Total 21 100% 27 100% 48 100%
Mae
Sim 11 52% 12 44% 23 48%
Néo 9 43% 11 41% 20 42% 1,00000
NI 1 5% 4 15% 5 10%
Total 21 100% 27 100% 48 100%
Pai
Sim 14 67% 8 30% 22 46%
Néo 6 29% 15 56% 21 44% 0,03286
NI 1 5% 4 15% 5 10%
Total 21 100% 27 100% 48 100%
Cor da pele
Brancos 7 33% 10 37% 17 35%
Pardos 3 14% 9 33% 12 25%
Pretos 10 48% 8 30% 18 38% 0,25768
NI 1 5% 0 0% 1 2%
Total 21 100% 27 100% 48 100%
Asma
Sim 8 38% 14 52% 22 46%
Néo 10 48% 11 41% 21 44% 0,54337
NI 3 14% 2 7% 5 10%
Total 21 100% 27 100% 48 100%
Alergia
Alimentar
Sim 6 29% 10 37% 16 33%
Néo 12 57% 15 56% 27 56% 0,75483
NI 3 14% 2 7% 5 10%
Total 21 100% 27 100% 48 100%
Rinite
Sim 16 76% 19 70% 35 73%
Néo 2 10% 6 22% 8 17% 0,43408
NI 3 14% 2 7% 5 10%
Total 21 100% 27 100% 48 100%

Fonte: A autora, 2017.
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6 DISCUSSAO

A relacdo entre polimorfismos do gene da filagrina2 e dermatite atopica foi
recentemente relatada (MARGOLIS et al., 2014). De acordo com a literatura, o
polimorfismo da filagrina pode influenciar a gravidade do quadro e a resposta ao
tratamento (CHANG et al., 2017). Neste estudo, buscamos analisar alguns pontos dessa
associacdo de forma ampla, através da analise e correlacdo de dados clinicos e
demograficos.

E importante considerar que o grupo controle utilizado no estudo foi de
amostras de banco de medula 6ssea, visto a dificuldade de organizar um grupo controle
de criancas. Foi realizado pareamento de sexo e etnia entre 0s grupos. Este é o primeiro
trabalho que utiliza controles para avaliar polimorfismos da filagrina 2 e DA.

Na populagdo do estudo ndo foram encontradas diferengas estatisticas entre a
prevaléncia dos polimorfismos no grupo de pacientes com DA e no grupo controle.
Além disso, também ndo houve diferenca quanto ao nivel de gravidade em pacientes
portadores do polimorfismo.

Da mesma forma, quando se analisaram as correlagdes entre a idade no inicio da
DA e os polimorfismos, ndo houve diferencas estatisticas.

Assim como descrito por Margolis e colaboradores (2014), também néo foi
encontrada associacdo do polimorfismo com outros sinais de atopia avaliados (asma,
rinite, alergia alimentar).

A histéria familiar € um importante fator de risco para o desenvolvimento da
DA. Aproximadamente 70% dos pacientes com DA apresentam historia familiar de
doencas atopicas. As probabilidades de desenvolvimento da DA sdo cerca de duas a
trés vezes maiores em criangas com um dos pais atopicos e isso aumenta para trés a
cinco vezes se ambos os pais forem atopicos (WADONDA-KABONDO et al., 2004).
De um modo geral, a histéria materna de DA é mais preditivo para o desenvolvimento
de DA em relacdo a atopia paterna (RUIZ; KEMENY; PRICE, 1992). Em nosso estudo
85% dos pacientes apresentaram historia familiar positiva para atopia, corroborando a

literatura.
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De um modo geral, ndo foram observadas diferencas significativamente
estatisticas entre historia familiar de atopia e polimorfismos do gene da filagrina 2,
exceto para reducdo da frequéncia da mutacdo do polimorfismo rs 12568784 na
presenca de atopia paterna. Este dado pode referir-se apenas a um achado estatistico, em
fungdo do reduzido ndmero amostral e possivelmente sem plausibilidade bioldgica.
Mais estudos séo necessarios para elucidar esse achado.

De acordo com Margolis e colaboradores (2014), os polimorfismos do gene da
filagrina 2, rs 12568784 e rs 16833974, estdo associadas com a persisténcia da DA em
afro-americanos e estdo ausentes, ou sdo raramente encontrados, em individuos de
origem europeia. Na populacdo do estudo, ndo houve significancia estatistica entre 0s
pacientes com DA autodeclarados pardos e negros e os polimorfismo estudados, quando
0s pacientes autodeclarados pardos e negros foram agrupados também ndo houve
diferengas estatisticas.

A populagdo brasileira possui um alto grau de miscigenacéo, e segue diferentes
padrdes étnicos quando comparados a gupos populacionais de outros paises e
continentes como a China, Estados Unidos, Japao e Europa, onde ja existem estudos
com prevaléncia da filagrina (POLCARI et al., 2014). Portanto, é dificil estabelecer
uma classificacdo por etnias em nosso pais, o uso exclusivo de informagdes da etnia
autodeclarada nao ¢ o melhor método para classificagdo étnica (CARDENA et al.,
2013). Os genomas da maioria dos brasileiros sdo miscigenados e os marcadores
genéticos sdo capazes de fornecer novos e valiosos insights sobre a estrutura atual da
populacgéo brasileira(CARDENA et al., 2013).

Seria interessante que estudos epidemioldgicos fizessem uso associado de
métodos laboratoriais, que poderiam fornecer informacdes genéticas complementares
(CARDENA et al., 2013).Perpectivas futuras de analises de ancestralidade das amostras
sanguineas de nosso estudo, poderdo permitir um melhor esclarecimento acerca da
associacdo entre a filagrina 2 e DA, visto que a prevaléncia das mutacdes do gene da
filagrina apresenta diferencas étnicas tanto na populacdo geral quanto em individuos
portadores de DA. (WINGE; BRADLEY, 2014).

O pequeno tamanho amostral pode ter limitado a significancia de nossos

resultados e talvez uma maior amostra e/ou o estudo de ancestralidade, podera
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contribuir para o esclarecimento entre individuos com DA e os polimorfismos da
filagrina 2.

Até 0 momento, ndo ha estudos de polimorfismos do gene da filagrina 2 e DA na
Ameérica Latina, reforcando a relevancia de nosso estudo e o ineditismo desta iniciativa
no Brasil. Além disso, este é o primeiro estudo em nivel mundial utilizando um grupo
controle para avaliar alteragcbes no gene da filagrina 2. Este trabalho pode ser um
consideravel incentivo a pesquisadores brasileiros para o estudo de polimorfismos na

DA, levando em conta a caracteristica multiétnica da populacéo brasileira.
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CONCLUSAO

N&o ocorreram diferencas significativas nas frequéncias de polimorfismoentre
pacientes e controles quanto as variaveis sexo e etnia. Também ndo foram observadas
diferencas significativas entre os pacientes portadores dos polimorfismos em relagdo a
gravidade do quadro clinico, presenca de doencas alérgicas,etnia.

Em nosso estudo 85% dos pacientes apresentaram histdria familiar positiva para
atopia, corroborando a literatura, porém ndo houve associacao estatistica entre histéria
familiar e polimorfismos de filagrina 2, exceto para reducdo da frequéncia da mutacéo
do polimorfismo rs 12568784 na presenca de atopia paterna. Este dado pode referir-se
apenas a um achado estatistico, sem plausibilidade biolégica. Mais estudos sdo

necessarios para elucidar esse achado.

CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho representa um estudo inédito sobre a associacdo de
polimorfismos do gene da filagrina2 e dermatite atdpicano Brasil. Muito pouco se sabe
sobre o perfil de polimorfismos associados a DA na populacdo brasileira, a qual é
altamente miscigenada. Os resultados deste trabalho podem dar inicio a pesquisas sobre
polimorfismos e DA no pais, colaborando para uma melhor compreensao, ndo apenas

de formas de tratamento da doenca, mas também do perfil genético dapopulacéo.
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APENDICE A - Questionario

Nome da crianca: n°:

N° pronthupe/ppc: sexo:m( )f( ) datadenascimento: [/ [
Datade hoje: _ / /  idade:

Endereco: tel.:

Bairro/ cidade cep:

1-como vocé se considera de acordo com a classificacdo do ibge, qual a sua
cor/raga?

() amarela () branca () indigena () parda () preta ___ perguntar ao cristovao
2-0 paciente preenche critérios para diagnéstico de dermatite atopica

() sim ()néo

Critério obrigatério:
Presenca de prurido na pele nos ultimos 12 meses

3 ou mais:

1- histdria de prurido envolvendo areas flexurais ou cervical

2- historia pessoal de asma ou rinite alérgica ou historia familiar de doenca
Atdpica em parente de primeiro grau para menores de 4 anos

3- historia de pele seca generalizada no ultimo ano

4- dermatite atual envolvendo areas flexurais (ou regido malar/fronte/face
Externa dos membros em pacientes menores de 4 anos)

5- inicio das lesdes de pele antes dos 2 anos de idade (esse critério

Somente ¢ aplicado para pacientes com 4 anos ou mais

. Hda:
Inicio dos sintomas:
Oantesdos6m [ 6m-la O 1-2a 0O 2-3a O>3a

2P

3. HPP:

3.1. Histdria gestacional

Tipo de parto: Onormal  Ccesarea

Idade gestacional: Opreé-termo O a termo 0 p0Os- termo
Peso de nascimento: Opigdaiggig

3.2 - historia alimentar:

Aleitamento materno exclusivo: Osim [0 nao

Oaté 4 meses O até 6 meses O menos de 4 meses O ndo amamentou
Epoca introduc&o de ptnheteréloga

Epoca de introducdo de solidos




Oapos 4 meses [ apos 6 meses
3.4 hist.fam. De atopia: simO ndo0O

Opaid méde O irmdos O outros ~ quais doencgas?
Outras doengas? Sim 0O né&o Oquais?

Hist. Social/pessoal: O tapetes / cortinas poeira O fumantes O poluicdo
Oinfiltracdes/mofo O animais. Quais?
(preencher formulério abipeme)
Exame fisico

Peso: alt: imc : pc:
Z-score imc

Pele:

Outros:
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TREATMENT

REMARKS

Outros exames realizados: OimmunocapOige totald patch test
Data: / /  resultados

li. Alergia alimentar

OsimO néo

1. Hda:

Inicio dos sintomas:

Oantesdos6m O 6m-1a O 1-2a 0O 2-3a O>3a

2. Principais sintomas
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Pele O urticariadrashd  dermatite atdpical outros

Boca / labio / laringe O prurido Oedema

Gastrintestinais: O nusea/ vomitos Odiarréiad dor abdominal O outros
Cardiovasculares: Ohipotensao Olipotimia/sincope

Nariz Ocongestdao O pruridod espirros Orinorréia

Olhos  Oprurido O lacrimejamento O hiperemia
Pulmé&oOdispnéiad tosse O sibilos

Anafilaxia:O sim 0O nao

Outros

2.1. Alimentos suspeitos

Oleite de vaca O ovo Otrigo O soja Ofrutos do mar. Quais?:
Onozes. Quais? O frutas. Quais?

Olegumes. Quais? O aditivos alimentares. Quais?
Olatex

Outros

Estudo isaac (13 a 14 anos)

Adolescentes autopreenchivel a partir dos 11 anos

3. Alguma vez no passado voceé teve sibilos (chiado no peito)?
( )sim( ) ndo

Se vocé respondeu ndo na pergunta n° 1passe para a pergunta 3 .

4, Nos ultimos 12 (doze) meses vocé teve sibilos (chiado no peito)?

( )sim( ) nédo

Se vocé respondeu ndo na pergunta n® 2,passe para a pergunta 3.

3. Alguma vez na vida vocé teve asma?

( )sim( ) nédo

Questionario rinite

4, Alguma vez na vida vocé teve problemas com espirros ou coriza, (corrimento nasal)quando
ndo estava resfriado ou gripad ?

( )sim( ) ndo

Se vocé respondeu ndo na pergunta n® 1 passe para a pergunta 6

5. Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve algum problema com espirros ou coriza,
(corrimento nasal) ou obstrucéo nasal quando néo estava resfriado ougripado ?

( )sim( ) ndo

Se vocé respondeu ndo na pergunta n° 2, passe para a pergunta 6

6. Nos ultimos 12 meses (doze) esse problema nasal foi acompanhado de lacrimejamentoou
coceira nos olhos?

( )sim( ) ndo
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6. Alguma vez na vida vocé teve rinite?

( )sim( ) nao

Até 0s 10 anos

1. Alguma vez no passado seu (sua) filho (a) teve sibilos (chiado no peito)?
( )sim( ) nao

Se vocé respondeu ndo na pergunta n® 1,passe para a pergunta 3

2. Nos Gltimos 12 (doze) meses seu (sua) filho (a) teve sibilos (chiado no peito)?
( )sim( ) ndo
Se vocé respondeu ndo na pergunta n° 2,passe para a pergunta 3.

3. Alguma vez na vida seu (sua) filho (a) teve asma?

( )sim( ) nédo

Questionario rinite
1. Alguma vez na vida seu (sua) filho (a) teve problemas com espirros ou coriza, (corrimento
nasal) quando nao estava resfriado ou gripado ?
( )sim( ) nédo
Se vocé respondeu ndo na pergunta n° 1, passe para a pergunta 3
2. Nos ultimos 12 (doze) meses, seu (sua) filho (a) teve algum problema com espirros ou
coriza,(corrimento nasal) ou obstrucéo nasal quando néo estava resfriado ou gripado?
( )sim( ) ndo
Se vocé respondeu ndo na pergunta n° 2, passe para a pergunta 3
3. Alguma vez na vida seu (sua) filho (a) teve rinite?
( )sim( ) nédo
Diagndsticos
Clinico

0O nao asma 0O asma classificacao

O ndo riniten rinite

O nao atopia O atopia

O ndo alergia alimentar o alergia alimentar

Laboratorial

o néo sensibilizacio alimentar o sensibilizacio alimentar (testes positivos ou ige especifica positiva

sem clinica)
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Variaveis Teste p-valor
tc01 Tipo da Amostra (Mutac&o Positiva rs16833974) x Sexo Exato de Fisher 0,67310
tc02 Tipo da Amostra (Mutacio Positiva rs12568784) x Sexo Qui-quadrado 1,00000
tc03_b  Tipo da Amostra (Mutagdo Positiva rs16833974) x Etnia Exato de Fisher 0,80320
tc04_b Tipo da Amostra (Mutacio Positiva rs12568784) x Etnia Exato de Fisher 0,08641
tc05_b Mutac&o (rs16833974) x Inicio da DA Exato de Fisher 0,22640
tc06 Tipo Mutacio (rs16833974) x Inicio da DA Exato de Fisher 1,00000
tc07_b Mutac&o (rs12568784) x Inicio da DA Exato de Fisher 0,79500
tc08 Tipo Mutacio (rs12568784) x Inicio da DA Exato de Fisher 0,79200
tc09_b Mutac&o (rs16833974) x Nivel do Scorad Exato de Fisher 0,09014
tc10 Tipo Mutagio (rs16833974) x Nivel do Scorad Exato de Fisher 1,00000
tcll b Mutagdo (rs12568784) x Nivel do Scorad Exato de Fisher 0,50940
tc12 Tipo Mutagio (rs12568784) x Nivel do Scorad Exato de Fisher 0,30340
tc13 ¢ Mutagdo (rs16833974) x Etnia Exato de Fisher 0,08330
tcl4 b Tipo Mutagio (rs16833974) x Etnia Exato de Fisher 1,00000
tc15 ¢ Mutagdo (rs12568784) x Etnia Exato de Fisher 0,25770
tc16_b Tipo Mutagio (rs12568784) x Etnia Exato de Fisher 0,07327
tcl7_b Mutagdo (rs16833974) x HF Atopia Exato de Fisher 0,56920
tc18 Tipo Mutacio (rs16833974) x HF Atopia Exato de Fisher 1,00000
tc19 b Mutagdo (rs12568784) x HF Atopia Exato de Fisher 0,05930
tc20 Tipo Mutagio (rs12568784) x HF Atopia Exato de Fisher 1,00000
tc21_b Mutagdo (rs16833974) x Mée Exato de Fisher 0,70410
tc22 Tipo Mutagio (rs16833974) x Méae Exato de Fisher 0,37500
tc23_b Mutago (rs12568784) x Mée Exato de Fisher 1,00000
tc24 Tipo Mutagio (rs12568784) x Mae Exato de Fisher 1,00000
tc25_b Mutagdo (rs16833974) x Pai Exato de Fisher 0,24040
tc26 Tipo Mutagio (rs16833974) x Pai Exato de Fisher 1,00000
tc27_b Mutago (rs12568784) x Pai Exato de Fisher 0,03286
tc28 Tipo Mutagio (rs12568784) x Pai Exato de Fisher 0,26750
tc29 b Mutagéo (rs16833974) x Asma Exato de Fisher 0,66400
tc30 Tipo Mutagio (rs16833974) x Asma Exato de Fisher 1,00000
tc31_b Mutagéo (rs12568784) x Asma Exato de Fisher 0,54340
tc32 Tipo Mutagio (rs12568784) x Asma Exato de Fisher 1,00000
tc33_ b Mutacdo (rs16833974) x Rinite Exato de Fisher 0,57400
tc34 Tipo Mutacio (rs16833974) x Rinite Exato de Fisher 1,00000
tc35 b Mutacdo (rs12568784) x Rinite Exato de Fisher 0,43410
tc36 Tipo Mutagio (rs12568784) x Rinite Exato de Fisher 1,00000
tc37_b  Mutacdo (rs16833974) x Alergia Alimentar Exato de Fisher 0,38590
tc38 Tipo Mutacio (rs16833974) x Alergia Alimentar Exato de Fisher 1,00000
tc39 b Mutacdo (rs12568784) x Alergia Alimentar Exato de Fisher 0,75480
tc40 Tipo Mutagio (rs12568784) x Alergia Alimentar Exato de Fisher 1,00000
tc4l Nivel do SCORAD x Inicio de DA Exatdo de Fisher 0,08320
tc42 Portador de DA x Mutag&o (rs16833974) Qui-quadrado 1,00000
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Variaveis Teste p-valor
tc43_b Portador de DA x Tipo de Mutag&o (rs16833974) Exatdo de Fisher 0,38100
tc44 Portador de DA x Mutag&o (rs12568784) Exatdo de Fisher 0,85570
tc45_b Portador de DA x Tipo de Mutagao (rs12568784) Exatdo de Fisher 1,00000
tc46 b HF Atopia x Faixa Etéria Exatdo de Fisher 1,00000

** Tipo de mutacdo refere-se a separacdo por homozigoto e heterozigoto
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ANEXO B - Termo de consentimento livre esclarecido: acima de 18 anos

3 HL \@
b ;
"'.l" b HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO
LABORATORIO DE HISTOCOMPATIBILIDADE E CRIOPRESERVACAO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titule do Estudo: “Andlise das mutagoes do gene da filaggrina nos pacientes portadores de dermatite
atopica”.

Vocé ndo é obrigado a participar deste estudo. Vocé pode recusar a participar dele ou deixa-lo a qualquer
momento.

O médico /pesquisador estara a sua disposigao para esclarecer qualquer davida que possa surgir a
respeito do estudo ( tel: 981217018/28688203 Dra. Amanda Hertz)

As informagbes pessoais obtidas a seu respeito durante o estudo permanecerdo confidenciais.
Se vocd decidir participar, serd necessario um consentimento por escrito.

Explicagio do estudo

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa sobre dermatite atopica.

A Dermatite atépica é uma doenga inflamatdria da pele frequente e que atinge a qualidade de vida do
paciente e da familia, Toda vez que adoecemos existe uma explicagdo. As doengas, inclusive a dermatite atopica,
sdo causadas por mudangas no nosso organismo. O que queremos descober @ quais sdo as mudangas que
aconteceram no Seu corpo para que vocé desenvolvesse a dermatite. Sabemos que a filaggrina estd envolvida na
formacao da barreira da pele, desenvolvendo a pesquisa queremos tentar descobrir o que altera a filaggrina a ponto
de ficar doente. O objetivo dessa pesquisa é analisar as mutagdes do gene da filagrina na populagdo brasileira |
gene o qual estd relacionado com a dermatite atopica. Esta avaliacdo genélica serd realizada em pessoas
portadoras da dermatite atdpica e nfo portadoras a fim de comparar os resultados obtidos.

O seu tratamento e acompanhamento ocomerd como de costume, ndo havera fornecimento de
medicamentos diferentes aos que vocé ja usa. Vocd terd acesso sobre o resultado do seu exame com a
pesquisadora responsavel esta informagdo também estara disponivel também no seu prontuario e serd acessivel
sempre que requisitada. Este estudo pretende entender melhor os mecanismos e influncia genética da dermatite
atdpica.

os

O objetivo deste estudo & avaliar as mutagdes do gene da filaggrina nos portadores de dermatite atépica e
correlacionar as mutagdes encontradas com a gravidade do quadro clinico .Dessa forma permitindo um melhor
entendimento da dermatite atdpica,

Procedimentos

Vocé respondera a um questiondrio padronizado contendo sua identificag3o, além de informagbes
sobre certas doengas que vocé tem ou teve. Serdo tiradas algumas fotos das suas lesdes de pele. Essas fotos
poder&o futuramente ser utilizadas para publicagdo cientifica ou veiculagBo no meio académico, Em nenhuma
situag8o, sua identidade sers revelada.

A coleta de sangue e ou swab bucal (semelhante a um cotonete que serd passado na sua boca) ra realizada
uma Unica vez.Podera ser necessario 5ml de sangue (1tubo com EDTA). A coleta sera realizada no laboratério do
Hospital Universitario Pedro Emesto (HUPE).O exame de sangue é feito sem custos para os pacientes atendidos no
HUPE _n&oc havera reembolso de transporte ou afimentag&o para realizagao desse exame

Riscos

Os riscos sd0 quanto a coleta de sangue ou coleta de swab bucal. No momento da coleta de sangue podera
haver alguma dor decorrente da pungdo da pele. Complicagdes de coleta de sangue rotineira s8o raras e geraimente
de pequeno porte, como hematoma que desaparece em alguns dias. Na coleta de swab bucal pode haver pequeno
desconforto.

Beneficios

Os resultados deste trabalho poderdo trazer informagdes mais precisas para avaliar e entender melhor a
dermatite atopica. Vocé poderd n3o se beneficiar diretamente por participar deste estudo, mas vooé estara ajudando
05 pesquisadores a entender melhor essa doenga. Desta manewra, futuramente podera ser possivel o
desenvoivimento de novos tratamentos para dermatite atépica.

Rubrica participante Rubrica pesquisador
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'"!" = HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO

LABORATORIO DE HISTOCOMPATIBILIDADE E CRIOPRESERVACAO

CONSENTIMENTO FINAL DO VOLUNTARIO

TITULO DO ESTUDO : “Andlise das mutacdes do gene da fillaggrina nos pacientes portadores de dermatite
atépica”.

1.Li o documento de Consentimente Livre e Esclarecido para este estudo. Recebi as informagdes necessarias
sobre a proposta do procedimento. Minhas davidas foram devidamente esclarecidas.

2.Concordo em participar deste estudo de forma voluntaria,

3.Por ser voluntario, posso me retirar do estudo a qualquer momento, sem penalidade ou perda de
beneficios aos quais tenho direito.

4.Concordo que os resultados do estudo sejam comunicados 4 comunidade cientifica na forma de
publicagbes em revistas médicas especializadas, mantendo em sigilo absoluto o meu nome e enderego.

S.Autorizo comités de ética, autoridades regulatdrias locais ou estrangeiras a examinarem, se assim o
desejarem, estes registros médicos para confirmacdo das informagdes coletadas.

Nome do Paciente :
Assinatura: Data;

Eu confirmo ter pessoalmente explicado para o paciente acima a natureza e o propoésito do estudo

Pesquisador:
Assinatura: Data:

SE VOCE TIVER ALGUMA DUVIDA, O CONTATO DOS PESQUISADORES E:
Hospital Universitario Pedro Ernesto - HUPE/UER)

Servigo de Dermatologia/ Ambulatorio sala 13

Av. 28 de Setembro, 77 - Vila Isabel

Tel: 2868-8203/981217018

Para eventuais esclarecimentos o telefone do Cep/HUPE: 2868-8253



ANEXO C - Termo de consentimento livre esclarecido: menoresde 18 anos

HL ACO)
HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO °

LABORATORIO DE HISTOCOMPATIBILIDADE E CRIOPRESERVACAQ

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PACIENTES MENORES DE 18 ANOS

Thulo do Estudo: "Andlise das mutagdes do gene da fllaggrina nos pacientes portadores de dermatite
atéplca”.

Seu filho , menor de idade nho & obrigado a participar deste estudo. Voch pode recusar & participacao
dele ou delxa-lo a qualquer momento,

O médico /pasquisador estard a sua disposiclo para esclarecer qualquer dayida que possa surgir &
respeito do estudo ( tel: 881217018/28688203 Dra. Amanda Hertz)

As informagdes pessoals oblidas durante o estudo permaneceriio confidencials,
Se vocé decidir particlpar, serdd necessdrio um consentimento por escrito.

Explicagho do estudo

Seu filho estd sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa sobre dermatite atdplca.

A Dermatite atdpica 6 uma doenga inflamatoria da pele frequente o que atinge a qualidade de vida do
paciente ¢ da familia, Toda vez que adoocemos existe uma explicagho, As doengas, Inclusive a dermalite atdpica,
s8o causadas por mudangas no nosso organismo. O que queremos descobrir é quals s8o as mudangas que
aconteceram no organismo do seu fitho para que se desenvolvesse a dermatite atépica Sabemos que a fillaggrina
osta envolvida na formacao da barreira da pele, desenvolvendo a pesquisa queremos tentar descobrir o que altora a
filaggring & ponto de ficar doente. O objelivo dessa pesquisa ¢ analisar as mulagdes do gene da flagring na
populagdo brasileira . gene o qual esta relacionado com a dermatite atdpica. Esta avaliagho gendtica sera realizada
om pessoas portadoras da dermatite atopica e nfo portadoras a fim de comparar ¢s resultados obtidos,

O tratamento do seu filho e acompanhamento ocorrerdt como de costume, ndo haverd fornecimento de
medicamentos diferentes aos que ele ja usa, Voch terd acesso sobre o resultado do exame com a pesquisadora
rosponsavel, esta Informagho estard disponivel também no prontudno o serd acessivel sempre que requisitada,
Este estudo pretende entender melhor o4 mecanismos e influéncia gendtica da dermatite atdpica.

Objetivos

O objetivo deste estudo 6 avaliar as mulagdoes do gene da Nlaggring nos portadores de dermatite atdpica o
correlacionar as mutagdes encontradas com a gravidade do quadro clinico. Dessa forma permitindo um melhor
entendimento da dermatite atdpica,

Procedimentos

Sou filho responderd a um questiondrio padronizado contendo sua identificagho, além de Informagtes
sobre cenas doengas que ele tem ou teve, Serfo liradas algumas fotos das lesdes de pele, Essas folos poderdo
futuramente ser ulllizadas para publicagho clentifica ou velculagho no melo acaddémico, Em nenhuma situagdo, a
Identidade dele serd revelada.

A coleta de sangue @ ou swab bucal (semelhante a um cotonele que serd passado na boca) serd realizada
uma onica vez, Podera ser necessaro Smi de sangue (1tubo com EDTA). A coleta serd realizada no laboratorio do
Hospital Pedro Ermesto (HUPE). O exame de sangue & felto sem custos para os pacientes atendidos no HUPE, ndo
haverd reembolso de transporte ou alimentagio para roallx?ioo desse exame

5CO%

On riscos s80 quanto a coleta de sangue ou coleta de swab bucal. No momento da coleta de sangue poderd
haver alguma dor decorrenta da picada na pele, Complicagdes de coleta de sangue rotineira sio raras e geralmente
do pequeno porto, como mancha roxa que desaparece em alguns dias, Na coleta de swab bucal pode haver pequeno
desconforto,

Boneficios

Os resultados deste trabalho poderfio trazer informagtes mais precisas para avallar @ entender melhor a
dormatite atopica. Seu filho poderd ndo se beneficlar diretamente por participar deste estudo, mas  estard ajudando
os pesquisadores a entender melhor essa doenga, Desta maneira, futuramente poderd ser possivel o
desenvolvimento de novos tratamentos para dermatite atopica,

Rubrica participante Rubrica pesquisador
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LABORATORIO DE HISTOCOMPATIBILIDADE E CRIOPRESERVACAO
CONSENTIMENTO FINAL DO VOLUNTARIO

TITULO DO ESTUDO : “Andlise das mutagdes do gene da fillaggrina nos pacientes portadores de dermatite
atépica”.

1.Li o documento de Consentimento Livre e Esclarecido para este estudo. Recebi as informagdes necessarias
sobre a proposta do procedimento. Minhas duvidas foram devidamente esclarecidas.

2.Concordo que o menor de idade participe deste estudo de forma voluntéria.

3.Por ser voluntario, o menor pode se retirar do estudo a qualquer momento, sem penalidade ou perda de
beneficios a0s quals tem direito.

4.Concordo que os resultados do estudo sejam comunicados a comunidade cientifica na forma de
publica¢des em revistas médicas especializadas, mantendo em sigilo absoluto o meu nome e enderego.

S.Autorizo comités de ética, autoridades regulatérias locais ou estrangeiras a examinarem, se assim o
desejarem, estes registros médicos para confirmac3o das infarmagdes coletadas.

Nome do Paciente :
Data:

Nome do Responsdvel
Assinatura: Data:

Eu confirmo ter pessoalmente explicado para o paciente acima a natureza e o propdésito do estudo

Pesquisador:
Assinatura: Data:

SE VOCE TIVER ALGUMA DUVIDA, O CONTATO DOS PESQUISADORES E:
Hospital Universitario Pedro Ernesto - HUPE/UERJ

Servigo de Dermatologia/ Ambulatorio sala 13

Av. 28 de Setembro, 77 - Vila Isabel

Tel: 2868-8203/981217018

Para eventuais esclarecimentos o telefone do Cep/HUPE: 2868-8253
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ANEXO D - Termo de assentimento
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Q'L¢ HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO
LABORATORIO DE HISTOCOMPATIBILIDADE E CRIOPRESERVACAO

TERMO DE ASSENTIMENTO PARA PACIENTES DE 12-17 ANOS

Titulo do Estudo: "Analise das mutagdes do gene da filaggrina nos pacientes portadores de dermatite
atépica”.

Vocé nao é obrigado a participar deste estudo. Vocé pode recusar a participar dele ou deixa-lo a qualquer
momento.

O médico /pesquisador estard a sua disposi¢ao para esclarecer qualquer divida que possa surgir a
respeito do estudo ( tel: 981217018/28688203 Dra. Amanda Hertz)

As informacbes pessoats obtidas a seu respeito durante o estudo permanecerfio confidenciais.
Se vocé decidir participar, seré necessario um consentimento por escrito.

Explicacdo do estudo

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa sobre dermatite atdpica.

A Dermatite atépica é uma doenga inflamatéria da pele frequente, caracterizada por “coceira” e
ressecamento da pele Toda vez que adoecemos existe uma explicacdo. As doengas, inclusive a dermatite atdpica,
s30 causadas por mudangas no nosso organismo. O que gueremos descobrir & quais sdo as mudangas que
aconteceram no seu corpo para que vocé desenvolvesse a dermatite. Sabemos que a fillaggrina esta envolvida na
formag&o da barreira da pele, desenvolvendo a pesquisa queremos tentar descobrir o que altera a filaggrina a ponto
de ficar doente. O objetivo dessa pesquisa € analisar as mutagbes do gene da filagrina na populagio brasileira ,
gene o qual esta relacionado com a dermatite atopica. Esta avaliagdo genética sera realizada em pessoas
portadoras da dermatite atépica e ndo portadoras a fim de comparar os resultados obtidos.

O seu lratamento e acompanhamento ocorrerd como de costume, ndo haverd fornecimento de
medicamentos diferentes aos que vocé ja usa. Vocd terd acesso sobre o resultado do seu exame com a
pesquisadora responsavel, esta informacao estara disponivel também no seu prontudrio e serd acessivel sempre
que requisitada. Este estudo pretende entender melhor os mecanismos e influéncia genética da dermatite atdpica.

Objetivos
O objetivo deste estudo é avaliar as mutagdes do gene da filaggrina nos portadores de dermatite atopica e
correlacionar as mutagbes encontradas com a gravidade do quadro clinico .Dessa forma permitindo um melhor
entendimento da dermatite atépica.
Procedimentos

Vocé respondera a um questionario padronizado contendo sua identificagdo, além de informagdes
sobre certas doengas que vocé tem ou teve. Serdo tiradas algumas fotos das suas lesbes de pele. Essas folos
poderdo futuramente ser utilizadas para publicagdo cientifica ou veiculacdo no melo académico. Em nenhuma
situagio, sua identidade sera revelada.

A coleta de sangue e ou swab bucal (semelhante a um colonete que serd passado na sua boca) sera
realizada uma Unica vez, Podera ser necessario Sml de sangue (1tubo com EDTA). A coleta do exame de sangue
sera realizada no laboratério do Hospital Universitario Pedro Emesto (HUPE), j& o swab bucal serd realizado no
préprio ambulatério de atendimento. O exame de sangue é feilo sem custos para os paclentes atendidos no HUPE
.nao havera reembolso de transporte ou alimentacao para realizagao desse exame

Rubrica participante Rubrica pesquisador
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Riscos

Os riscos sdo quanto a coleta de sangue ou coleta de swab bucal. No momento da coleta de sangue podera
haver alguma dor decorrente da pungdo da pele, Complicagdes de coleta de sangue rotineira sdo raras € geralmente
de pequeno porte, como hematoma que desaparece em alguns dias. Na coleta de swab bucal pode haver pequeno
desconforto.

Beneficios

Os resuftados deste trabalho poderdo trazer informagdes mais precisas para avaliar e entender melhor a
dermatite atdpica. Vocé podera ndo se beneficiar diretamente por participar deste estudo, mas vocé estard ajudando
os pesquisadores a entender melhor essa doenga. Desta maneira, futuramente poderd ser possivel o
desenvolvimento de novos tratamentos para dermatite atdpica.

ASSENTIMENTO FINAL DO VOLUNTARIO

TITULO DO ESTUDO : “Andlise das mutagdes do gene da fillaggrina nos pacientes portadores de dermatite
atdpica”,

1.Li o documento de ASSENTIMENTO para este estudo. Recebi as informagGes necessarias sobre a proposta
do procedimento. Minhas dividas foram devidamente esclarecidas.

2.Concordo em participar deste estudo de forma voluntaria,

3.Por ser voluntario, posso me retirar do estudo a qualquer momento, sem penalidade ou perda de
beneficios aos quais tenho direito.

4.Concordo que os resultados do estudo sejam comunicados & comunidade cientifica na forma de
publicagdes em revistas médicas especializadas, mantendo em sigilo absoluto o meu nome e enderego.

5.Autorizo comités de ética, autoridades regulatdrias locais ou estrangeiras a examinarem, se assim o
desejarem, estes registros meédicos para confirmacdo das informacoes coletadas.

Nome do Paciente :
Assinatura: Data:

Eu confirmo ter pessoalmente explicado para o paciente acima a natureza e o proposito do estudo

Pesquisador;
Assinatura: Data:

SE VOCE TIVER ALGUMA DUVIDA, O CONTATO DOS PESQUISADORES E:
Hospital Universitario Pedro Ernesto — HUPE/UERI
Servigo de Dermatologia/ Ambulatorio sala 13
Av, 28 de Setembro, 77 - Vila Isabel
Tel: 2868-8203/981217018

Para eventuais esclarecimentos o telefone do Cep/HUPE: 2868-8253
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ANEXO E - Submissao do artigo

Este trabalho ganhou bolsa do Fundo de apoio & Dermatologia de auxilio a
pesquisa (Funaderm) pela Sociedade Brasileira de Dermatologia.

Anais Brasileiros de
Dermatologia
(Brazilian Annals of
Dermatology)

Av. Rio Branco, 39 17.
and.

Rio de Janeiro - R J -
Brasil

CEP 20090-003
Tel./Fax: +55 21 2253-
6747

Rio de Janeiro, quarta-feira, 31 de maio de 2017

IiImo(a) Sr.(a)
Prof(a), Dr(a) AMANDA HERTZ

Referente ao codigo de fluxo: 7341
Secdo: Investigacdo

Informamos que recebemos o manuscrito Analise dos polimorfismos do gene da
filagrina2 em pacientes com Dermatite atOpica e serd enviado para apreciacdo dos
revisores para possivel publicacdo/participacdo na(o) Anais Brasileiros de Dermatologia
(Brazilian Annals of Dermatology). Por favor, para qualquer comunicagdo futura sobre
o referido manuscrito cite o numero do cddigo de fluxo apresentado acima.

O(s) autor(es) declara(m) que o presente trabalho é original, sendo que 0 seu
conteudo ndo foi nem esta sendo considerado para publicacdo em outro periddico,
brasileiro ou do Exterior, seja no formato impresso ou eletrdnico.

Obrigado por submeter seu trabalho para a(o) Anais Brasileiros de Dermatologia
(Brazilian Annals of Dermatology).

Atenciosamente,
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