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RESUMO

INTRODUGCAOQ: A asma tem por definicdo um processo caracteristico de inflamacao
cronica das vias aéreas, no qual se desenvolve uma obstrucdo dos bronquios,
podendo ser de forma total ou parcial. E classificada em leve, moderada e grave e
recruta diversas células que compde o sistema imunoldgico adaptativo e inato para
promover simultaneamente com as células epiteliais uma hiper reacdo dos
brénquios. Por ser uma doenca com caracteristicas poligenética, o estudo génico é
fundamental, destacando-se o gene GATA3; um elemento regulatério positivo e
especifico para ativacdo de IL-5, expresso seletivamente em células T e
apresentadoras de citocinas do tipo TH2. OBJETIVO: Investigar variantes genéticas
no gene GATA3 associados com marcadores de atopia e fenétipos de asma em uma
populacdo de individuos do programa para o Controle de Asma e Rinite na Bahia,
Salvador-BA. MATERIAIS E METODOS: Este trabalho é um estudo observacional
analitico do tipo caso controle e foi conduzido com 1084 individuos provenientes do
Programa para o Controle da Asma na Bahia (ProAR). As estratégias estatisticas
utilizadas incluiram a regressao logistica, imputacao genotipica do banco, software
plink, GraphPad Prisma, plataforma da NCBI, HaploReg e classificacdo do
RegulomeDB. RESULTADOS E DISCUSSAO: Foram selecionados 7 SNP para as
analises de associacao, no qual foram encontrados resultados significativos para as
varidveis de asma os polimorfismos: rs2798835, rs3824662 e rs11567902,
apresentando dados de OR sugestivos de risco para o desenvolvimento da asma.
Para as variaveis em atopia, foram encontrados todos os SNP em analise de
associacdo, tendo apenas os polimorfismos rs1269489 e rs183890714 associados
com a protecdo. Para as analises de dosagem de IgE foram encontrados os SNP
rs3824662, rs11255501 e rs1269486, no qual apenas o ultimo foi associado a
diminuicdo sérica da IgE, sendo os outros dois associados ao aumento. Para as
dosagens de citocina, os SNP significativamente encontrados foram o rs3824662,
rs11255501, rs183890714 e rs11567902, encontrados para IL-5, IL-10, Eotaxina e
IgE total, com associacbes para 0 aumento ou diminuicdo dessas expressdes na
asma. Por fim, foi encontrado com motifis significativamente alterados para asma 0s
polimorfismos rs11567902, rs11255501 e rs10905278. CONSIDERAQ()ES FINAIS:
Para que a interferéncia que esses SNP geram na cascata reativa de asma, seja
totalmente elucidada, serdo necessarias mais pesquisas em torno desses
resultados, considerando também outras populacdes inseridas em contextos
ambientais, culturais, genéticos e socioecondmicos especifico, afim de demonstrar
os impactos que polimorfismos no gene GATA3 podem apresentar em diferentes
apresentacoes sociais.

Palavras-chave: Asma; SNP; GATAS; alergia.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Asthma is, by definition, a characteristic process of chronic
inflammation of the airways, where obstruction of the bronchi develops, which may
be total or partial. It is classified as mild, moderate and severe and recruits several
cells that make up the adaptive and innate immune system to promote
simultaneously with the epithelial cells a hyperreaction of the bronchi. As it is a
disease with polygenetic characteristics, the genetic study is essential, highlighting
the GATA3 gene; a positive and specific regulatory element for IL-5 activation,
selectively expressed in T cells and TH2-type -cytokine-presenting cells.
OBJECTIVE: To investigate genetic variants in the GATA3 gene associated with
atopy markers and asthma phenotypes in a population of individuals from the
program for the Control of Asthma and Rhinitis in Bahia, Salvador-BA. MATERIALS
AND METHODS: This work is a case-control analytical observational study and was
conducted with 1084 individuals from the Program for the Control of Asthma in Bahia
(ProAR). Statistical strategies used included logistic regression, genotypic imputation
from the bank, plink software, GraphPad Prisma, NCBI platform, HaploReg and
RegulomeDB classification. RESULTS AND DISCUSSION: Seven SNPs were
selected for association analyses, in which significant results were found for the
polymorphisms asthma variables: rs2798835, rs3824662 and rs11567902,
presenting OR data suggestive of risk for the development of asthma. For the atopy
variables, all SNPs were found in the association analysis, with only the rs1269489
and rs183890714 polymorphisms associated with protection. For the analysis of IgE
dosage, the SNPs rs3824662, rs11255501 and rs1269486 were found, in which only
the latter was associated with a decrease in serum IgE, with the other two associated
with an increase. For cytokine dosages, the SNPs significantly found were
rs3824662, rs11255501, rs183890714 and rs11567902, found for IL-5, IL-10, Eotaxin
and total IgE, with associations to the increase or decrease of these expressions in
asthma. Finally, the polymorphisms rs11567902, rs11255501 and rs10905278 were
found to have significantly altered motifs for asthma. FINAL CONSIDERATIONS: In
order for the interference that these SNPs generate in the reactive cascade of
asthma to be fully elucidated, further research on these results will be necessary,
also considering other populations inserted in specific environmental, cultural,
genetic and socioeconomic contexts, in order to demonstrate the impacts that
polymorphisms in the GATA3 gene can present in different social presentations.

Keywords: Asthma; SNP; GATAS3; Allergy.
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1 INTRODUCAO

A asma tem por definicAo uma doenca heterogénea, que gera um processo
caracteristico de inflamacé&o crénica das vias aéreas, no qual havera uma obstrucao
dos brénquios, podendo ser de forma total ou parcial (GINA, 2021), se apresentando
de maneira reversivel, seja espontaneamente ou por intermédio de acdes
farmacoldgicas (SOUSA, 2021).

Essa patologia pode ser classificada em leve, moderada e grave, e utiliza
fatores como intensidade dos sintomas e funcdo pulmonar. Além disso, deve-se
levar em consideracdo aspectos como a tolerancia do individuo ao exercicio, 0s
tipos de medicamentos utilizados para controle dos sintomas, frequéncia de idas ao
pronto socorro, hospitalizagdes por crise de asma e necessidade ou n&o de
utilizacao de ventilacdo mecanica (BRASIL, 2021).

No Brasil, a asma possui um impacto expressivo tanto na sua frequéncia e
prevaléncia, quanto no setor econdmico. Segundo a Associacao Brasileira de Alergia
e Imunopatologia estima-se que em 2020 existia aproximadamente 20 milhdes de
pessoas portadoras de asma distribuidas entre criancas e adultos, onde 5% destas
manifestam a forma mais grave da doenca; essa inflamacdo brénquica é
responsavel pela 4° maior causa de internacdes no pais, apresentando média anual
de mais de 2 mil mortes, gerando um custo econdmico relevante (ASBAI, 2020).
Pesquisas mostram que em 2004 os custos diretos gerados pela asma ao SUS
ultrapassaram o valor de 106 milhGes de reais, enquanto em 2005 os custos
resultantes das internacfes ficam em torno de 96 milhdes de reais, correspondendo
a uma taxa de 1,4% dos gastos totais anuais de todas as doencas no pais
(DAMASCENO et al., 2012).

A inflamacdo causada pela asma recruta diversas células que compde o
sistema imunoldgico adaptativo e inato para promover simultaneamente com as
células epiteliais uma hiper reacdo dos bronquios, produzindo assim, uma
hipersecrecdo do muco e concomitantemente um estreitamento das paredes dessas
vias (MITCHELL et al., 2017).

Outro fator de elevada importancia para o entendimento da asma, € sua
caracteristica fenotipica, representada principalmente pela asma atdpica e a asma
nao atdpica. A asma atdpica, também conhecida como asma alérgica, € uma

apresentacdo da patologia de predisposicdo genética, onde hd um envolvimento de
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componentes do sistema imunoldgico adaptativo, com carater autossémico
dominante e poligénico, sendo a imunoglobulinas E (IgE) o componente imunolégico
principal. Para a asma nao atépica ou ndo alérgena, tem-se que esta ndo possui
alérgenos no sistema imune que reaja em casos de exposic¢oes, isso €, seus testes
cutaneos e de IgE especifico, nesses casos sdo negativados, possuindo um outro
mecanismo de desenvolvimento (RENNIE et al., 2020).

Por ser uma doenca com caracteristicas poligenéticas e com interacdes de
fatores genéticos e ambientais, o estudo génico no que diz respeito a compreensao
da asma é de fundamental importancia; sua determinacdo em respostas alérgicas a
estimulos ambientais, ao papel da farmacogenética e a polimorfismos genéticos,
sobretudo as que afetam apenas um par de base, os polimorfismos de nucleotideo
anico (SNP), séo cruciais no manejo da doenca (PEREZ-GARCIA et al., 2020).

Neste contexto, destaca-se o gene GATA3; este se apresenta como um
elemento regulatério positivo e especifico para ativacdo de IL-5, que desenvolve
esta acdo através da ligacdo do sitio GATA com o fator de transcricdo GATAS3,
expresso seletivamente em células T, sendo essas apresentadoras de citocinas do
tipo TH2, participando entdo de toda cascada reativa no processo caracteristico da
asma (GARN et al.,, 2017). Portanto, o presente estudo tem como pergunta
norteadora: Os polimorfismos genéticos do gene GATA3 podem afetar no

desenvolvimento da asma e nos seus diversos fenotipos?
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2 JUSTIFICATIVA

Dados apresentados pelo Estudo Internacional de Asma e Alergia na Infancia,
do inglés International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) revelam
que o publico infantil apresenta taxa de prevalencia superior a 12% em todo o
mundo. A américa latina também apresenta nimeros altos, com uma taxa de 17,3%
de prevalencia entre criancas de 6 a 7 anos de idade, sendo, portanto, uma das
principais causas de absenteismo de criancas, que se estende também para seus
tutores legais, sobretodo nos ambientes de trabalho (BAQUE et al., 2021).

A taxa de prevaléncia da asma no Brasil encontra-se entre as maiores do
mundo (ASBAI, 2020), tendo associado a essa taxa, a presenca de broncoespasmo
em 20% da populagdo. Segundo a organizagdo Mundial de saude, 23% dos
brasileiros entre 18 e 45 anos apresentam sintomas de asma, sendo apenas 12% a
taxa dessa populacdo que possuem diagndsitico confirmado (BRASIL, 2021).

Quanto aos impactos econdmicos que a asma gera em todo o mundo,
pesquisas realizadas nos Estados Unidos, apontam que o custo direto gerado pela
asma néo controlada em 20 anos foi em torno de 300 bilhées de dolares e, somados
com os custos indiretos, esse valor se aproxima de 960 bilhdes (YAGHOUBI et al.,
2019).

No Brasil existem poucos estudos que apontam os impactos econdmicos
gerados pela asma ao Sistema Unico de Satde (SUS), no entanto sabe-se que esta
doenca possui uma média anual de internacbes em unidades publicas de saude de
350 mil (FREITAS et al., 2021). Estes dados apontam a relevancia do tema proposto
e a necessidade de estudos que abordem a fisiopatologia da asma para futuras

linhas de tratamentos que reduzam o0s impactos socio-economicos da patologia.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 EPIDEMIOLOGIA DA ASMA

A asma constitui-se como uma doencga com expressiva importancia para a
salude da populacdo, se apresentando como uma das doencas cronicas mais
frequentes, com taxa de prevaléncia que varia entre 15% a 20% em diversos paises.
Estudos apontam que nos EUA cerca de 1.500 délares sejam gastos por visitas ao
pronto-socorro e 3.000 ddlares apenas com despesas médicas por individuo
(ENILARI et al., 2019).

Estima-se que sua prevaléncia afete cerca de 300 milhdes de pessoas em
todo o mundo, com projecdes mundiais para 2025 com um aumento em torno de
100 milhdes de pessoas afetadas pela doenca (DHARMAGE et al., 2019). Além
disso, essa alta prevaléncia aponta também para um problema econdmico relevante,
ao ponto que, esses numeros provocam uma alta taxa de absenteismo de
adolescentes e adultos nas escolas e trabalhos, além de possuir uma taxa de
aproximadamente 250 mil mortes anuais em todo o mundo (MARQUES et al., 2022;
Pitchon et al., 2020).

No Brasil, pesquisas apontam que a taxa de prevaléncia da asma no pais
em pessoas com mais de 18 anos de idade é de 12%, sendo superior a prevaléncia
estimada pela Pesquisa Mundial em Saude (do inglés World Health Surve — WHS)
(MENEZES et al., 2015).

Um estudo realizado no pais durante os anos de 2016 e 2020 revelou que o
namero de internacdes no SUS nesse periodo foi de 403.135, com uma queda
expressiva nos anos de 2019 e 2020. Este estudo ainda revela que a regido do
Nordeste lidera o ranking de internacdes em decorréncia da asma, com um ndmero
de 159.788 pacientes internados nos anos analisados, apontando também uma
queda nos anos de 2019 e 2020 (MARQUES et al., 2022).

Embora o estudo explique que essa queda pode estar atrelada a pandemia
pela COVID-19, sua taxa de prevaléncia e internacdo ainda se mantem alta e revela
a importancia do cuidado e tratamento da doenca, além do investimento em politicas

publicas que visem a reducao desse numero e os desdobramentos gerados por ela.
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GRAFICO 1 — Distribuicéio das internacdes por asma no Brasil nos anos de 2016 a
2020.
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Fonte: MARQUES et al., 2022.

3.2 FENOTIPOS E ENDOTIPOS DA ASMA

A asma se caracteriza por uma doenca multifatorial com apresentacdes
clinicas, morfolégicas e respostas ao tratamento de maneiras diferentes,
caracterizando-se como uma patologia com diversos fenotipos (CABRAL et al.,
2017). Dessa forma, a Iniciativa Global Para Asma (do inglés Global Initiative for
Asthma - GINA) define os fendtipos de asma como um conglomerado reconhecivel
de caracteristicas demograficas, clinicas e/ou fisiopatolégicas (PORPODIS et al.,
2022).

Nesse contexto, se destaca também, com importancia no diagnéstico da
doenca, as caracterizacdes dos endoétipos de asma. Este é definido como um
subtipo da patologia referida que possui um mecanismo celular ou respostas ao
tratamento proprio, considerando ainda caracteristicas clinicas, biomarcadores,
fisiologia pulmonar, genética, histopatologia e epidemiologia, tendo como exemplo a
asma atopica (LOTVALL et al., 2011). Portanto, o sistema de classificacdo da
doenca se baseia em caracteristicas clinicas, na qual ha limitagBes persistentes do
fluxo aéreo com exacerbacao tipicas da doenca e quanto aos tipos de inflamacdes
geradas nas vias aéreas, que podem se manifestar como eosinofilica, neutrofilica,
mista ou paucigranulocitica (OZDEMIR et al., 2018).
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Por ser uma das formas de asma mais frequentes na populacdo, a asma
atopica tende a ter seu inicio de forma precoce, ainda na infancia (SALAMEH et al.,
2020). E desenvolvida por fatores diversos e se manifesta pelo contato com agentes
alérgenos. Geralmente sdo manifestacbes de facil controle por terapias
convencionais (corticoides e broncodilatadores), com progndsticos positivos e
historia clinica com presenca de doencas alérgicas associadas (HASHMI et al.,
2022). Por outro lado, a asma nao atopica possui manifestacdes tardias (apds os 12
anos de idade), com predomindncia em individuos do sexo feminino e com
tendencia a um declinio mais precoce da funcdo pulmonar quando comparado a
asma atopica. Na maioria dos casos, ha uma inflamacao de carater eosiofilico, com
infiltracdo de neutrofilos, que por sua vez ndo possui mecanismos totalmente
elucidados (ASBAI, 2017).

3.3 IMUNOPATOLOGIA DA ASMA

Uma das caracteristicas do desenvolvimento da asma € a reacdo brénquica
gue se desenvolve durante a crise. Ela possui um carater inflamatério das vias
aéreas superiores que promove um estreitamento dessas vias por intermédio de um
edema que se desenvolve, mediados por células inflamatérias, como eosindfilos,
mastoécitos, neutrofilos, linfécitos dentre outras (BOONPIYATHAD et al., 2019).

A reacao envolvida na asma é dirigida por uma resposta imune do tipo TH2.
Os linfécitos do tipo TH2 que estdo presentes na mucosa brénquica da asma
promovem a inducdo da sintese de IgE que sera realizada pelos plasmécitos,
atrelado também ao recrutamento de eosindfilos. Essa sensibilizacdo e inducéo
promovem a ativacdo de mastdcitos nos tecidos, enquanto se ligam, em circulagéo,
a receptores especificos de basdfilos, provocando uma hipersensibilidade imediata
com a ocorréncia de degranulagéo celular aguda (LEON et al., 2021).

Esses processos ocorrem por intermédio de mediadores inflamatérios que
promovem a contracdo do musculo liso das vias aéreas, ativacdo de outros
mediadores inflamatérios, influenciam na secrecdo de muco pelas glandulas
submucosas além de aumentar a permeabilidade vascular com exsudacédo do
plasma para o lumen. Entre os principais mediadores estdo as citocinas como a
interleucina 4 (IL-4), interleucina 13 (IL-13), interleucina 5 (IL-5) e interleucina 10 (IL-
10) (CAMINATI et al., 2018).
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FIGURA 1 — Resposta imune do tipo TH2 ap0s exposicdo a um alérgeno na asma
atopica.
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Fonte: Giavina-Bianchi, 2017.

Legenda: Na fase de sensibilizacdo, o epitélio secretara citocinas como a TSLP que participara da
ativacdo de mastdcitos e células apresentadora de antigenos. Essas duas células participaram da
sensibilizagcdo dos linfécitos T para uma resposta TH2, juntamente com o fator de transcricdo GATAS.
J& na fase efetora, com a resposta TH2 instalada, havera secre¢éo de interleucinas especificas que
promoveram a estimulagcao dos plasmdcitos para producdo de IgE e o recrutamento de eosinofilos,
para a fase tardia e a ativagdo de mastdcitos para a fase imediata.

3.4 FATORES DE TRANSCRIGCAO DA RESPOSTA TH2

No que se refere a asma atdpica, é importante destacar que sua cascata de
inflamacédo se dar por intermédio de uma resposta imunoldgica do tipo 2 que é
conduzida pelos linfocitos B e células TH2 (MUEHLING, Lyndsey M. et al., 2020). Os

linfécitos B sdo células responsaveis pela resposta imunoldgica denominada
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humoral, no qual sera caracterizada pela liberacdo de anticorpos que vao agir
diminuindo ou destruindo os antigenos contra os quais foram gerados. Dentre os
principais anticorpos, pode-se citar a imunoglobulina E (IgE), que participara
ativamente do processo inflamatorio na asma atopica. Os linfécitos B sdo ativados
através de uma ligacéo estabelecida pelos antigenos com os receptores de células
B, que apresentaram fragmentos deste alérgeno ao receptor de células T (complexo
CD40), por intermédio de citocinas do tipo IL-4 e IL-13, secretadas por células TH2.
Neste processo, havera uma inducdo da proliferacéo e diferenciacao dos linfocitos B
para que as imunoglobulinas especificas do tipo IgE sejam liberadas e possam agir
contra o antigeno apresentado e na promoc¢édo da inflamac&o tecidual (JUNIOR et
al., 2010; ULAMBAYAR et al., 2019).

Por outro lado, a acao promovida pela IgE sera de enorme importancia para o
processo inflamatoério na asma. Quando a IgE é liberada, ela se ligara a receptores
de alta afinidade (FceRIl) que podem ser encontrados principalmente em células
como mastocitos e basdfilos e, na presenca de antigenos especificos, eles irdo
promovem a degranulagdo e sua consequente liberacdo de mediadores
inflamatorios pré-formados, que inclui histaminas, prostaglandinas e citocinas IL-
4,IL-5 e IL13, que nas vias respiratdrias inferiores resultam em um processo de
eosinofilia, com aumento da producdo de muco e a consequente contracdo do
musculo liso (ASBAI, 2018).

Nesse contexto, se destaca também as células TH2 que séo ativadas apos a
liberacdo de citocinas oriundas do tecido epitelial lesionado (TSLP, IL-25 e IL-33) e
juntamente com a ativacdo de células linfoides inatas do tipo 2 (ILC2), promoveram
a inducéo da producao de citocinas do tipo 2. As ILC2 exercem fator crucial tanto na
producdo de citocinas do tipo 2, quanto na ativacdo de células mieloides como os
eosinofilos. Um estudo realizado em 2010 foi capaz demonstrar que as ILC2 sdo
capazes de produzir IL-5, IL-13 e até IL-4, em menores quantidades, independentes
das células TH2. Ele ainda demonstrou que essas células sé&o a unica fonte de I1L-13
no pulmao, independentes de linfocitos B e T, e que, as citocinas liberadas por ela
conseguem se ligar a receptores especificos de eosinéfilos, células dendriticas e
ainda mastocitos (ou macrofagos) e basofilos através de cadeia f comum, cadeia IL-
5Ra, cadeia IL-9Ra dentre outras, sendo todas as ILC2 controladas pelo programa

de transcricdo que compartilham com células T, a exemplo do GATAS3, além de
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fatores de transcricdo especificos, como por exemplo o RORa nas ILC2
(FERNANDES 2021; BOONPIYATHAD et al., 2019).

3.5 IMPORTANCIA DO GATA3 E POLIMORFISMOS GENETICOS NA ASMA

Por se tratar de uma doenca heterogenia e que o fator hereditario, isso é, a
guestao genética encontra-se bem atrelada ao desenvolvimento da doenca, torna-se
necesséria e relevante a determinagcdo de fatores genéticos envolvidos na asma.
Dessa forma, o impacto dos polimorfismos genéticos no manejo da patologia é um
fator crucial que aprofunda a discussédo sobre a sua fisiopatologia e pode nortear
novos caminhos no controle da asma (EL-HUSSEINI et al., 2020).

Embora nédo seja totalmente conhecida os impactos dos polimorfismos, sabe-
se de sua importancia no desenvolvimento da asma. Especificamente, o
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) se define como uma alteracdo de uma soé
base de nucleotideo no seguimento de DNA tanto na porcdo que é codificada
(exons), quanto na ndo codificada (introns) (GAUDILLO et al., 2019); diversas
iniciativas a exemplo do HapMap buscam mapear polimorfismos de genes que
participam da promocdo de doencas e de respostas individuais ao tratamento
farmacoldgico (OLIVEIRA et al., 2011).

Um estudo realizado em 2006 apontou um possivel envolvimento de SNP no
gene IL-4 para o desenvolvimento da asma e da regulacao sérica total de IgE. Uma
outra pesquisa realizada pelo Estudo de Associacdo Gendmica (do inglés Genome-
Wide Association Study - GWA) sobre asma, caracterizou mais de 317 mil SNP no
DNA de 994 paciente com asma de inicio na infancia, demonstrando que ha
multiplos marcadores, sobretudo no cromossomo 17921, com associacfes fortes e
consistentes na asma infantil, elevando ainda mais a importancia desse estudo para
o entendimento da doengca (LEONARDO et al., 2008).

Quanto a fisiopatologia envolvida na cascata de reagdo da asma, outro
elemento de elevada significancia € a IL-5. Esta € expressa, em sua maioria, por
células T e em menor grau pelos mastocitos e eosindfilos. Essa expressao é
regulada por elementos reguladores, no qual o principal deles é o fator de
transcricdo de agao “trans” especifico de células T (GATA3), responsavel pela
ativacao de citocinas do tipo TH2. Estudos envolvendo o gene que codifica 0 GATA3

demonstrou que ele apresenta elevada crucialidade no que diz respeito a expressao
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da IL-5, além de demonstrar que o0 GATA3 sozinho € capaz de ativar o promotor
dessa citocina em um ndo produtor de IL-5. Contudo, um estudo realizado com
pacientes asmaticos demonstrou que o gene GATA3 apresenta uma expressao
significativamente aumentada nesses pacientes quando comparado a individuos
normais e portadores de tuberculose, sugerindo que a expressdo de GATAS é de
enorme relevancia para a patogénese da asma (MARITTA et al., 2005; NAKAMURA
et al., 1999).

FIGURA 2 — Papel do gene GATA3 nos mecanismos patolégicos da Asma alérgica.
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Fonte: GARN, 2016.
Legenda: Apds os alérgenos entrarem em contato com o epitélio, as células dendriticas das vias
aéreas apresentam o alérgenos as células ThO, enquanto paralelamente as ILC2 se desenvolvem e
sdo ativadas sob a influéncia de citocinas derivadas do epitélio, como TSLP, IL-25 e IL-33. Nesse
ambiente, as células ThO se diferenciam em células Th2. Como fator de transcricdo principal para
diferenciagcdo e ativagdo de Th2 e ILC2, o GATA-3 é necessario e suficiente para a producédo de
citocinas Th2, como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. Ao liberar essas citocinas, as células Th2 acionam varios
mecanismos efetores, como a producdo de IgE pelas células B, com subsequente ligacdo aos
mastocitos. Os mastdcitos liberam imediatamente uma variedade de mediadores pré-formados apds a
ligagdo cruzada dos receptores de IgE pelo reconhecimento do alérgeno, levando a contragdo do
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musculo liso com subsequente estreitamento das vias aéreas e vazamento vascular, representando
em conjunto a resposta asmatica da fase inicial. Além disso, as citocinas derivadas de Th2 levam ao
recrutamento e ativacdo de células inflamatorias, preferencialmente eosindfilos e linfécitos,
estabelecendo assim uma inflamacdo alérgica local (representando principalmente a resposta
asmatica de fase tardia).

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
e Investigar polimorfismos genéticos no gene GATA3 associados com
marcadores de atopia e fenotipos de asma em uma populacdo de individuos
do programa para o Controle de Asma e Rinite na Bahia, localizado em
Salvador-BA.

4.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Descrever a frequéncia de SNP no gene GATA3 em individuos asméticos e
ndo-asmaticos;

e Avaliar a influéncia de SNP no gene GATA3 com fendtipos de asma;

e Avaliar a associacao entre polimorfismos no gene GATA3 com teste cutaneo
e IgE especifica;

e Associar os polimorfismos no gene GATA3 com a dosagem de IgE total e
citocinas;

e Analisar interferéncias dos SNP em motifis com associacdes para asma.
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5 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho é um estudo observacional analitico do tipo caso controle e foi
desenvolvido com a participacdo de voluntarios do Programa para Controle da Asma

e Rinite na Bahia (ProAR), coordenado pelo Prof. Dr. Alvaro Cruz.

5.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO DO ESTUDO

O presente estudo foi conduzido com 1084 individuos provenientes do
Programa para o Controle da Asma na Bahia (ProAR) e estes foram divididos nos
seguintes grupos:

a) Pacientes com asma grave - Foram incluidos 365 pacientes com asma
grave, de ambos 0s géneros.

b) Controle (pacientes com asma leve) - Foram avaliados 383 pacientes
controle com asma persistente leve ou intermitente, pareados aos casos por género,
idade e nivel socioeconémico.

c) Controle (pacientes sem asma) - Foram incluidos 336 individuos pareados
aos casos por género, idade, nivel socioecondmico. Estes pacientes foram
submetidos a uma consulta médica para avaliagdo da sua condicdo de saude

complementada por exames béasicos de saude.

5.2 DEFINICAO DOS POLIMORFISMOS DE ASMA

Para definir asma, os médicos observaram sintomas como sibilos recorrentes,
tosse ou dispneia e procuraram evidéncias de a melhora dos sintomas ap0s 0 uso
de corticosteroides inalatérios ou broncodilatadores. Todos os individuos foram
submetidos a radiografia de térax, conforme descrito por Jesus et al., (2018) e Lima-
Matos et al., (2018). A definicdo do controle da asma foi feita por meio do Asthma
Control Questionnaire versao de 6 itens (ACQ-6) adaptado para o portugués (Leite
et al., 2008).
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A falta de reversibilidade foi estabelecida com base nos critérios da GINA,
2002, com o percentual de variacdo do Volume Expiratorio Forcado 1 (%VEF1)
antes e apos o 70 L. Individuos com variagao relativa %AVEF1 <12% e/ou variagao
absoluta <200mL foram considerados casos (nao revertem) e com %FEV1> 12%
e/ou >200mL foram considerados controles (revertem). A obstrucdo foi definida pela
razdo entre VEF1/CVF (Capacidade Vital Forcada) pds uso do broncodilatador
abaixo de 70% para os casos (com obstrucdo) e igual ou acima de 70% para o0s
controles (sem obstrucdo) de acordo com critérios adotados pelos relatérios de
DPOC.

5.3 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Foi realizada a extracdo do DNA a partir de amostras de sangue de acordo

com o protocolo do kit Flexigene® Blood Kit (Qiagen).

5.4 GENOTIPAGEM

Os dados de genotipagem foram obtidos através do painel comercial lllumina
Multi Ethnc Global Array — MEGA chip (www.illumina.com) com aproximadamente
1.8 milhdes de marcadores. Dentre estes marcadores foram selecionados os SNP
presentes no gene GATA3.

5.5 IMPUTACAO

A imputacdo de todo o genoma foi realizada através do Michigan Imputation
Server (https://imputationserver.sph.umich.edu). Os SNP imputados foram
submetidos a um controle de qualidade usando parametros de exclusdo como Rsq <
0,80, taxa de chamada < 0,95 e contagem de alelos menores (MAC) < 10 (Daya et
al., 2019).

5.6 VARIAVEIS E MARCADORES UTILIZADOS NOS ESTUDOS DE ASSOCIACAO
COM VARIAVEIS GENETICAS EM GATA3

Todos o0s ensaios abaixo foram, anteriormente, determinados pelo grupo do

prof. Dr. Alvaro A. Cruz (FAMED/UFBA). -Testes alérgicos: Todos o0s casos e
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controles foram submetidos a testes cutaneos de punctura (SPT, do inglés Skin
Prick Test) para os alérgenos inalaveis mais comuns em nossa regiao (acaros - D.
pteronyssinus, D. farinae, B. tropicalis; barata - P. americana e B. germanica; fungos
— A. Fumigatus e P. notatum; graminea) (Immunotech, Brazil). O teste foi
considerado positivo quando a meédia dos maiores diametros perpendiculares
(excluindo pseuddpodos) foi ao menos 3 mm maior que o controle negativo. Os
controles negativos e positivos utilizados foi solugcdo salina 0,9% e histamina,

respectivamente.

5.7DOSAGEM DE IGE TOTAL E ESPECIFICA

A dosagem de IgE total foi realizada pela técnica da Nefelometria de acordo
com as instrucBes do fabricante ( Nefeléometro - BN Il Siemens). J4 a dosagem de
IgE especifica foi realizada para alérgenos de baratas, acaros, fungos, graminea.
Para isso foram realizadas dosagens pela técnica do ImunoCAP de acordo com as

instrucdes do fabricante (ImunoCAP Tests — Thermo Fisher Scientific).

5.8 DOSAGEM DE CITOCINAS

Amostras de plasma viaveis de 664 individuos com asma foram testadas para
as citocinas IL-5, IL-10, IL-13 e eotaxina usando o kit MILLIPLEX® (Merck,
Alemanha), seguindo as instru¢des do fabricante. O teste foi realizado no sistema
Luminex MAGPIX® (Life Technology , EUA).

5.9 CONTAGEM DE EOSINOFILOS

Uma contagem de eosindfilos no sangue periférico acima de 150 células/mm?
foi adotada para caracterizar o fenétipo eosinofilico da asma (GINA, 2020). A
contagem de eosindfilos no sangue foi obtida por meio de analises hematoldgicas
utilizando o equipamento CELL-DYN Ruby® (Abbott, UK).

5.10 ESTRATEGIA ESTATISTICA PARA O ESTUDO DA ASSOCIACAO
ENTRE GENOTIPOS E FENOTIPOS
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As técnicas que foram utilizadas para as analises foram aquelas apropriadas
as caracteristicas do evento em questdo, tais como a regressao logistica
(multinomial). Ap6s passar por medidas de controle de qualidade, através da
percentagem de genoétipos obtidos (taxas de erros <10%), equilibrio de
HardyWeinberg (p >0,05), estratificacdo populacional e imputacdo genotipica, 0s
SNP considerados neste estudo e que foram classificados como de alta-qualidade
(MAF >1%) entraram no estagio de analises de associacao. Inicialmente realizou-se
um teste de normalidade e qui-quadrado entre 0s casos e controles de acordo com
as variaveis do estudo para a obtencdo de variaveis de ajuste (covariaveis).
Também foram analisados os fenétipos escolhidos em 3 modelos genéticos (aditivo,
dominante e recessivo) para cada SNP. Valores p empiricos foram gerados através
de permutacdo utilizando o software PLINK 1.9. Para testes de associacao
ajustados, utilizou-se regressao logistica corrigindo para as covariaveis apropriadas.

Também foram realizadas comparacdes de médias e medianas entre 0s
gendtipos dos SNP para as variaveis quantitativas (IgE total, eosinéfilos e citocinas)
utilizando o software Graph Pad Prim 8.

Todos os SNP com associacdes significativas (p >0,05) foram submetidos as
analises funcionais através das plataformas NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/),
Regulome DB (https://regulomedb.org/regulome-search/), portal Gtex
(https://gtexportal.org/home/) e HaploReg
(https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php), para determinacao

dos motifis em que os SNP podem ter interferéncias.

5.11 SELECAO DOS POLIMORFISMOS ENCONTRADOS

Para a triagem dos SNP que passaram pelo controle de qualidade, foi
estabelecido que seriam selecionados os polimorfismos encontrados com 2 ou mais

associacdes nas variaveis analisadas em asma, atopia, dosagem de IgE e citocinas.

5.12 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa foi submetida a Comisséo de Trabalho de Concluséo de Curso do
Colegiado de Farmécia da Universidade do Estado da Bahia, visto como norma

exigida da academia.
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As Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos - Resolucdo no466/2012 do Conselho Nacional de Saude e os principios
da bioética (autonomia, ndo-maleficéncia, beneficéncia e justica) foram respeitados
e atendidos conforme exigéncia (CNS, 2012). Este projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira (MCO/UFBA), parecer n°.
095/2012.

5.13 CRITERIOS DE INCLUSAO

e Maiores de 18 anos;

o Residentes em Salvador-BA;

o Possuir ao menos 1 ano de acompanhamento pelo ProAR;

« Para o grupo asmatico, ter diagnéstico confirmado segundo a classificacdo da
Iniciativa Global contra a Asma;

e Para o grupo controle, ndo possuir nenhum histérico de problemas
respiratorios.

5.14 CRITERIOS DE EXCLUSAO

o Tabagista prévio ou atual > 10 anos/maco;

« Outras doencas pulmonares e outros problemas de saude;
o Gestantes;

o Nao fazer acompanhamento pelo ProAR,;
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Para a tabela de caracterizacdo da populacdo foi descrito as variaveis e

covariaveis categoricas, segundo as associacdes encontradas para o grupo de nao

asma vs asma e asma leve vs asma grave, afim de demonstrar resultados

guantitativos dos elementos analisados nas associacdes e seus respectivos valores

de p apos realizacdo de uma andlise de qui-quadrado, com os valores demonstrados

na tabela 1.

Tabela 1. Caracterizacdo da populacao de estudo de acordo com a presenca ou néo

de asma, classificagcdo por grupo (leve e grave) e as variaveis e covariaveis

categoricas incluidas.

N&o Asma Asma Valor de Asmaleve Asma Grave Valor de
n=336 nN=749 P n=383 n=365 P
Sexo
. 154
Masculino 48 (14.3%) (20.7%) 86 (22.5%) 69 (18.8%)
' 0.014 0.206
Feminino 288 (85.7%) (7393‘}) ) 297 (77.5%) 297 (81.2%)
Fumo
= 491
Nao 211 (62.8%) (65.5%) 259 (67.6%) 232 (63.4%)
0.164 0.033
Sim 125 (37.2%) (3538% %) 105 (27.4%) 133 (36.3%)
Teste cutaneo para fungo
Negativo 249 (74%) (72‘5; ) 286 (74.7%) 259 (70.8%)
' <0.001 0.045
Positivo 10 (3%) 73 (9.8%) 48 (12.5%) 25 (7%)
Teste cutaneo para acaro
. 257
Negativo 196 (59,1%) (34.3%) 121 (31,5%) 136 (37,2%)
< 0.001 0.003
Positivo 63 (18,8%) ( 42’61% %) 213 (55,8%) 147 (40,2%)
Teste cutaneo para barata
Negatvo 235 (70%) (6f6720 " 242 (63,1%) 220 (60,2%)
1’55 <0.001 0.137
Positivo 24 (7,1%) 92 (24%) 63 (17,2%)

(20,7%)
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Teste cutaneo para graminea

Negativo 254 (75,6%) (72%%@ 308 (80,1%) 260 (71,2%)
’ <0.001 0.882
Positivo 5 (1,5%) 49 (6,4%) 26 (6,8%) 23 (6,3%)
IgE Especifical
168
Normal 67 (20%) (22.6%) 86 (22.5%) 83 (22.7%)
' 0.033 1.000
Alterado BL@MW) 48%%@ 158 (41.2%) 148 (40.4%)
Eosinofilia®
266
Normal 115 (34.2%) (35 505 130 (34%) 136 (37,2%)
467 0.782 0.357
Elevado 211 (628%) (g5 394 246 (64,2%) 221 (60,5%)

1-Para a medida de IgE especifica sérica, foi considerado valores > 172 Ul/mL. 2-Para a defini¢cdo de

eosindfilia, foi considerado elevado contagens de células > 150 celulas/mm?3 IgE- Imunoglobulina E.

Com os resultados apresentados, pode-se destacar que para 0 grupo de nao
asma vs asma as variaveis e covariaveis que apresentaram valores de p <0,05
foram em sexo, testes cutaneos e IgE especifica, sendo os demais demonstrados
valores de p acima de 0,05. Para o grupo de asma leve vs asma grave, destaca-se a
covariavel de fumante e a variavel de teste cutaneo para fungo e acaro com valores
de p menores que 0,05, sendo o teste cutaneo para fungo o responsavel por
apresentar o melhor resultado em 0,003.

6.2 DESCRICAO DOS SNP ASSOCIADOS AO GENE GATA3

Nessa andlise, inicialmente obtinham-se 352 polimorfismos, no qual foram
submetidas ao controle de qualidade, para analisar SNP e individuos com taxa de
erro de dados da genotipagem maior que 10% (GENO; 0,1 e MIND 0,1). Nenhum
polimorfismo ou participante foi excluido nesses parametros. No entanto, no
parametro equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) tiveram 19 SNP removidos assim como
na frequéncia do menor alelo (MAF) foram removidos 177 polimorfismos sendo,
portanto, encontrado 156 SNP relacionados ao gene GATA3, no qual todos
apresentaram valores de p menor que o pré-estabelecido de 0,05.

Apé6s a imputacdo foram analisados 1107 individuos, no qual 754 foram
representantes do grupo de casos e 343 eram controles. No controle de qualidade
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houve 23 participantes removido em decorréncia da auséncia de dados de
genotipagem. Baseado nessas informacfes, a tabela 2 apresenta as principais
informacdes genéticas dos SNP que passaram pelo controle de qualidade e foram
encontrados no gene GATA3.

Tabela 2. Caracterizacdo dos SNP do gene GATA3 com associagdes significativas.

Marcadores de

Alelos Anotacéao . Motifis
SNP (A1>A2) HWE MAF RegulomeDB funcionalt hlstongnzo Alterados?
pulméo
Intron LUN-1; NRSF;
rs2798835 A>G 040 0.04 3a Variant H3K27ac_Enh SRF: AAL
153824662 ASC 0.67 0.17 1f Intron H3K4mel Enh; NF-1; NRSF;

Variant H3K27ac_Enh Pax-6; Zbtb
Intron H3K4mel Enh;
rs11567902 T>C 0.65 0.04 4 Variant H3K4me3_Pro; AP-1; Mtfl
H3K27ac_Enh
Intron H3K4mel Enh;
rs10905278 A>G 1 0.01 4 Variant H3K4me3_Pro; GATA; ZID
H3K27ac_Enh
Intron H3K4mel_ Enh;

rs11255501 A>C 0.27 0.02 4 Variant H3K4me3_ Pro E2F; Myc
Intron

rs1269486 A>G 0.68 0.24 4 . - -
Variant
3 prime

rs183890714 G>T 1 0.01 3a UTR - -
Variant

1-Fonte: National Center for Biotechnology Information (NCBI); 2- Fonte: HaploReg. CHR: Cromossomo;
SNP: Polimorfismo de Nucleotideo Unico; Al: Alelo Polimorfico; A2: Alelo Selvagem; MAF: Frequéncia
de Menor Alelo; HWE: Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Pode-se observar que foram encontrados 7 SNP apds a selecdo dos
polimorfismos que passaram pelo controle de qualidade, no qual todos
apresentaram seu HWE que informa que ndo ha um desequilibrio nessa populagéo
e, juntamente com a frequéncia do menor alelo, tornam essas polimorfismo aptas

para realizacdo das analises seguintes.

Os resultados de RegulomeDB demonstraram que o0s polimorfismos
rs11567902, rs10905278, rs11255501 e rs1269486 encontram-se na mesma
posicdo desse ranking (numero 4), indicando que esses SNP possuem as
evidencias minimas para interferéncia dos polimorfismos nas ligacées funcionais,
portanto, sendo os menos provaveis de alterar as fungbes do gene. J4 os
polimorfismos rs2798835 e rs183890714 ocupam a posicdo 3a, no qual se
apresenta com uma evidencia de probabilidade minima de interferéncia funcional.

Entretanto, o0 SNP rs3824662 se apresentou com resultados de regulomeDB de 1f,



32

gue se enquadra no grupo que possui fortes indicios de que pode alterar as ligacdes
funcionais do gene. Em quase todos os casos, os SNP sdo encontrados na regiao
intrdbnica do gene, portanto, intron variant, sendo o polimorfismo rs183890714 a
excecao desse grupo, pois este pode ser encontrado na posicdo 3 prime UTR. Por
fim, destaca-se 0os SNP rs2798835, rs3824662, rs11567902, rs10905278 e
rs11255501 que apresentaram marcas de histona no pulmdo com alteracées em

determinados motifis.

6.3 ASSOCIACOES DOS SNP COM RESULTADOS SIGNIFICATIVOS PARA
ASMA, OBSTRUCAO E EOSINOFILIA.

Na tabela 3 estd apresentado os resultados significativos dos SNP quando
relacionado a varidveis de asma, obstrucdo e eosinofilia. Os polimorfismos
encontrados foram rs2798835, rs11567902, rs3824662, onde todos apresentaram
resultados para os modelos dominante, sendo o ultimo apresentando também para o

modelo aditivo e recessivo.

Nessa tabela 3 ainda foi exposto os resultados de Odds Ratio (OR) em que
todos tiveram uma associacdo positiva (OR>1), com intervalos de confianca (IC) de
95% que os tornam elegiveis e, resultados de p e p perm abaixo de 0,05. Os
nameros de casos e controles foram expostos na forma total e percentual,

correlacionando-0s aos seus respectivos genotipos

Tabela 3. Associacdo dos SNP no gene GATA3 com endofendtipos de asma por
regressao logistica

Controlesn Casos n OR Valor p

SNP Modelo Genotipos (%) (%) (IC 95%) (perm)

N&o Asmavs. Asmal

GG 324 (945%) 0%
(91,6%) 1.75 0.045
rs2798835 DOM (1.01-3.03)  (0.046)
63
0,
AGIAA 19 (5,5%) (8,4%)
N&o obstrucéo vs. Obstrucéo?
GG 926 (92,9%) 52 (83%
152798835 DOM ( 0) (83%) 6.33 0.002

(1.98-20.19)  (0.002)
AG/AA 71(7.1%) 11 (17%)
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Asma Grave Eosinofilica vs. Asma Grave n&o eosinofilica®

. 365 625
(94,9%) (91%)
1.79 0.028
rs2798835 DOM 20 . (1.06:3.03)  (0.033)
AG/AA (5.1%) 62 (9%)
274 462
ce (711%)  (67,3%)
1.29 0.041
ADD 107 196
AC (27.9%) (2850 (101-164)  (0.044)
rS3824662 AA 4 29
(1%) (4,2%)
381 658
CC/AC (99%) (95,8%) 4.20 0.007
REC ' '
(1.46-12.05)  (0.003)
4 29
AA (1%) (4,2%)
ce 367 627
y 0 3 0
(95,3%) (91,3%) 1.94 0.017
rs11567902 DOM (1.12-3.36)  (0.020)
18 60

1-Ajustado para componente principal de ancestralidade, sexo, indice de massa corporal e volume
expiratério forcado 1; 2-Ajustado para componente principal de ancestralidade, idade e volume
expiratdrio forgcado 1; 3- Ajustado para componente principal de ancestralidade. SNP: Polimorfismo
de Nucleotideo Unico; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga; ADD: Aditivo; DOM: Dominante;
REC: Recessivo.

Pode-se observar que o SNP rs2798835 foi encontrado nas analises de
comparacao entre os grupos de Ndo Asma vs Asma, com uma OR de 1.75 e seu
valor de p permutacional igual a 0.050 para o modelo aditivo e 0.046 para o0 modelo
dominante. Ele também foi encontrado na analise comparativa entre a variavel de
N&o Obstrucao vs Obstrucdo, apresentando OR de 6.33 e seu valor de P perm de
0.001 e 0.002 no modelo dominante. Além disso, o referido SNP também foi
encontrado na variavel de Asma Grave Eosinofilica vs Nao Eosinofilica com uma OR

de 1.79 e o p permutacional de 0.033.

O SNP rs3824662 foi associado a positivamente a asma grave eosinofilica vs
nao eosinofilica, com OR de 1.29 (p perm = 0.044) no modelo aditivo e OR de 4.20
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(p perm = 0.03) no modelo recessivo. Ainda foi encontrado nessa variavel o

polimorfismo rs11567902 no dominante com OR positiva de 1.94 (p perm = 0.020).

6.4 ASSOCIACAO DOS SNP COM RESULTADOS SIGNIFICATIVOS PARA TESTE
CUTANEO

Foi apresentado na Tabela 4 os resultados significativos para os testes
cutaneos (SPT) realizados, descritos em associacdo para 0s principais alérgenos,
sendo esses barata, acaro, fungo e graminea, correlacionando-os com a existéncia
ou nado de atopia. Os SNP encontrados foram rs11567902, rs11255501,
rs183890714, rs3824662, rs10905278 e rs126948. Todos eles foram associados de
forma positiva e negativa a atopia através de seus devidos resultados de OR
expostos, juntamente com os intervalos de confianca que também se apresentou de
forma relevante, qualificando os resultados e atrelado aos valores de p e p perm,

tornando esses SNP elegiveis.

Tabela 4. Associacdo de SNP do gene GATAS e teste cutaneo positivo para pelo
menos uma espécie testada por regressao logistica.

Controles Casos OR Valor p

SNP Modelo  Genétipos n (%) n(%)  (IC 95%) (perm)

N&o atépico vs. Atdpico?

cc 374 432
(94.8%)  (O1.5%) ., 0.009
rs11567902 DOM (1.20-3.82)  (0.009)
TCITT 21 40
(5.2%)  (8,5%)
386 353
¢ (98,5%)  (95%) 2.75 0.037
rs11255501 DOM (1.06-7.13)  (0.033)
6 19
ACIAA 15%) (5%
- 378 467
95.7%)  (99.2%) 0.004
rs183890714 DOM - . (008062  (0002)
GTIGG

(4,3%)  (0,8%)

Teste cutaneo positivo para pelo menos uma espécie de fungo?
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558 49
cc 69.7%)  (59%)
223 29 1.56 0.023
53824662 ADD AC (27,8%)  (35%) (1.06-3.30)  (0.024)
20 5
AA 2.5%)  (0,6%)
789 76
=° (98,5%) (91%) 6.01 0.0002
r$10905278 DOM I . (228-1558)  (0.001)
AG/AA
(1,5%) (9%)
Teste cutaneo para pelo menos uma espécie de acaro®
455 410
=° (99%) (96,7%) 3.22 0.030
rs10905278 DOM - 14 (112 - 9.31) (0.028)
AGIAR 1%)  (3.3%)
T 442 420
(96,1%) (99%) 0.21 0.007
rs183890714 DOM s . (0.07 - 0.66) (0.003)
GT/GG (3.9%) (1%)
Teste cutaneo para pelo menos uma espécie de barata*
cc 690 167
(97,9%)  (93,2%) 3.98 0.003
rs11255501 DOM ’ )
15 1 (1.49 - 7.19) (0.003)
ACIAA 21%)  (6,8%)
114 403
GG (63.6%)  (57.2%)
62 254 0.70 0.017
ADD AG (34.6%)  (36%) (0.52-0.94)  (0.012)
3 48
rs1269486 AA (18%)  (6.8%)
176 657
2% 2%
GGIAG (98.2%)  (93,2%)
REC 0.23 0.015
(0.07-0.76)  (0.015)
AA 3 48
(1,8%)  (6,8%)
Teste cutaneo para pelo menos uma espécie de graminea®
815 50 3.28 0.003
r$10905278 DOM cc (98.2%)  (93%) (1.49-7.19)  (0.003)
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15 4

AC/IAA (1.8%) (7%)

1 e 6-Ajustado para componente principal de ancestralidade, sexo, fumo, idade e volume expiratério
forcado 1; 2 e 5-Ajustado para componente principal de ancestralidade; 3- Ajustado para componente
principal de ancestralidade, sexo, idade e volume expiratorio forcado 1; 4-Ajustado para componente
principal de ancestralidade, idade e volume expiratorio forcado 1. SNP: Polimorfismo de Nucleotideo
Unico; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianca; ADD: Aditivo; DOM: Dominante; REC: Recessivo.

O SNP rs11567902 foi associado positivamente a atopia, apresentando uma
OR de 2.14 (p perm = 0.009) para o modelo dominante. Ja o polimorfismo
rs11255501 foi associada também de modo positivo com a ocorréncia de atopia,
com OR 2.75 (p perm = 0.033) para dominante. Ainda foi encontrado resultados
significativos para o teste cutaneo para pelo menos uma espécie de barata, onde
este apresentou resultados no mesmo modelo citados anteriormente e foi observado
OR de 3.28 (p perm = 0.003).

O SNP rs3824662 foi associado com o teste cutaneo para pelo menos uma
espécie de fungo, com OR de 156 (p perm = 0.024), sendo encontrado
significativamente apenas pelo modelo aditivo. J& a polimorfismo rs10905278
relacionada positivamente com 0s testes cutaneos para pelo menos uma espécie de
graminea, acaro e fungo, com suas respectivas OR de 3.28, 3.22 e 6.01 para o
modelo dominante. Nas trés associacdes os valores de p perm foram satisfatérios e
categorico para a importancia dos resultados destacados.

Por fim, foi encontrado o SNP rs1269486 associado de forma negativa ao
teste cutaneo para pelo menos uma espécie de barata, apresentando valores de OR
de 0,70 (p perm = 0.012) para o modelo aditivo e 0,23 (p perm = 0.015) para o

modelo recessivo.

6.5 ASSOCIACAO DOS SNP COM RESULTADOS SIGNIFICATIVOS PARA
DOSAGEM DE IGE

Para os resultados de dosagem de IgE foram compilados na tabela 5,
utilizando dosagem de IgE total e especifica para acaros, baratas, fungos e
gramineas. Foram encontrados resultados significativos para IgE total com o SNP
rs3824662 e especifica para barata nos SNP rs3824662, rs11255501 e rs1269486.
Desses, apenas o0 SNP rs1269486 apresentou resultados de OR abaixo de 1, sendo

nos outros casos uma predominancia do OR acima de 1. Em todos os casos foram
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encontrados resultados significativos nos modelos aditivos e dominante, com
excecdo do SNP rs11255501 que demonstrou resultados apenas no modelo
dominante, apresentando ainda um intervalo de confiangca 95% e valores de p e p
perm dentro do limite estabelecido de elegibilidade.

Tabela 5. Associacao significativa dos SNP do gene GATA3 para dosagem de IgE
por regressao logistica.

Controlesn  Casos OR Valor p

SNP Modelo Genotipos (%) n (%) (IC 95%) (perm)

Dosagem de IgE especifica reagente para pelo menos um dos alérgenos testados1

176 251
cc (73.6%)  (64,9%)

59 121 1.48 0.016

ADD AC (247%)  (31,2%) (1.07-2.03)  (0.015)
A 4 15
(53824662 @7%)  (4.9%)
e 176 251

Som (73.6%)  (64,9%) 1.49 0.027

(1.04-2.14)  (0.032)
ACIAA 63 136

(27,4%)  (35,1%)

Dosagem IgE especifica reagente para pelo menos uma espécie de baratas2

362 72
e (71,4%) (57%)
1.71 0.002
ADD 133 47
AC (26,2%) 37.3%) (121-2.41) (0.001)
rs3824662 AA 12 7
(2,4%) (5,7%)
cc 362 72
DOM (71,4%) (57%) 1.81 0.004
(1.20-2.72) (0.004)
AC/AA 145 54
(28,7%)  (43%)
cc 491 117
,070 (0]
(96.8%) (93%) 2.40 0.042
rs11255501 DOM - 9 &R S0
AC/AA (3.29%) %)
rs1269486 ADD GG 278 85 0.70 0.041

(54,8%)  (67,4%) (0.50-0.98)  (0.046)
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192 33
AG (37.9%)  (26.1%)
37 8
AA (7.3%) (6,5%)
GG (542178%@ (678451%)
Som : : 0.60 0.015
I . (039090)  (0.020)
AG/AA

(452%)  (32,6%)

1 e 2- Ajustados para componente principal de ancestralidade. SNP: Polimorfismo de Nucleotideo
Unico; 3-Ajustado para componente principal de ancestralidade, sexo, idade e volume expiratorio
forcado 1; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga; ADD: Aditivo; DOM: Dominante; REC:
Recessivo.

6.6 ASSOCIACAO DOS SNP COM RESULTADOS SIGNIFICATIVOS PARA
DOSAGEM DE CITOCINA

Foi realizada a dosagem de citocina utilizando a populacdo analisada, no
qual foram encontrados os SNP rs3824662 e rs183890714 com resultados
significativos para Eotaxina, o0 SNP rs11567902 e rs11255501 para IgE total, sendo
esse ultimo responsavel ainda por resultado positivo para IL-10, e novamente para o
SNP rs183890714 foi encontrado resultados relevantes na dosagem para IL-5.

Todos os SNP citados foram encontrados por intermédio do programa
GraphPad utilizando os resultados do banco de dados do ProAR e gerando o0s

gréaficos apresentados a baixo.

GRAFICO 2 — Dosagem de citocinas para pacientes com Asma, Asma leve e Asma

grave.
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Grafico 1 — Dosagem de citocinas para Asma, Asma leve e Asma grave.

A) Dosagem plasmética de Eotaxina para o SNP rs3824662 no grupo de asmaticos com valor de p
significativo de 0,0007 entre os genotipos homozigotos dominante (CC) e o heterozigoto (AC); B)
Dosagem plasmatica de Eotaxina para o SNP rs183890714 no grupo de asmaticos com valor de p
significativo de 0,0025 para os seus respectivos gendétipos; C) Dosagem plasmatica de IgE total para
0 SNP 11567902 no grupo de asmaticos com valor de p significativo de 0,0212 para os seus
respectivos gendtipos; D) Dosagem plasmatica de IgE total para o SNP rs11255501 no grupo de
asma leve com valor de p significativo de 0,0166 para os seus respectivos genétipos; E) Dosagem
plasmatica de IL-10 para o SNP rs11255501 no grupo de asma leve com valor de p significativo de
0,0255 para os seus respectivos genétipos; F) Dosagem plasmatica de IgE total para o SNP
rs11567902 no grupo de asma grave com valor de p significativo de 0,0040 para 0s seus respectivos
genotipos; G) Dosagem plasmatica de IL-5 para o SNP rs183890714 no grupo de asma grave com
um p significativo de 0,0028 para os seus respectivos genétipos; H) Dosagem plasmatica de Eotaxina
para o SNP 183890714 no grupo de asma grave com valor de p significativo de 0,005 para os seus
respectivos gendétipos.

6.7 FREQUENCIA DO MENOR ALELO DOS POLIMORFISMOS SEGUNDO
CONTINENTES.

Para avaliacdo da frequéncia dos polimorfismos nas diversas populacdes do
mundo, foi utilizado a plataforma do HaploReg para avaliar sua incidéncia, tendo
esses resultados apresentados na tabela 6.

Tabela 6. Relacao dos SNP e seus resultados de MAF segundo continentes

Continentes  rs2798835 rs3824662 rs11567902 rs10905278 rs11255501 rs183890714

América 1 0,34 0 0,05 0 0
Africa 0,95 0,09 0,05 0 0,03 0,01
Asia 0,99 0,29 0 0 0 0
Europa 1 0,18 0 0,04 0 0

Fonte: HaploReg
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7 DISCUSSAO

Como ja citado, o gene GATAS codifica um fator de transcricdo especifico da
resposta TH2, portanto, um elemento regulador positivo e especifico para citocinas,
sobretudo as citocinas IL-4, IL5 e IL-13. Contudo, andlises de polimorfismos que
estejam atrelados a este gene apresentam-se como um caminho para a

determinacao de marcadores genéticos em doencas alérgicas, sobretudo a asma.

Nesse sentido, 0 rs3824662 apresentou associagdo significativa na variavel
comparativa entre asma grave eosinofilica vs ndo eosinofilica, na qual € possivel
destacar que este polimorfismo demonstra resultados sugestivos de risco para o
desenvolvimento de eosinofilia em individuos com asma grave, tanto no modelo
aditivo quanto recessivo. Este resultado demonstra que individuos asméticos que
possuam este SNP tendem a ter niveis de eosindfilos aumentados e, como
consequéncia desse aumento, um maior potencial de desenvolvimento de
exacerbacdo dos sintomas e crises de asma como demonstrado por SOUZA e
colaboradores (2022). Foi observado também que em todos seus gendtipos
(homozigoto dominante, heterozigoto e homozigoto recessivo) foi observado uma
diferenca significativa entre os casos quando comparados aos controles, atrelado
ainda a um aumento de risco de até quatro vezes (OR: 4.2) no modelo recessivo,
destacando, portanto, o risco atrelado ao aumento de eosindéfilos em pacientes que
possuam o alelo A.

Nas analises de teste cutaneo, o rs3824662 apresentou associa¢des de risco
em testes cutaneos com fungos. No entanto, quando observado o percentual da
presenca desse polimorfismo na populagédo do ProAR, foi possivel observar que este
polimorfismo demonstrou maior presenca entre os controles, quando comparados
aos casos, demonstrando que embora este SNP esteja associado positivamente a
essa variavel como fator de risco para o desenvolvimento da asma atdpica, sua
presenca na populacédo analisada em asma néo se demonstra com tanta frequéncia,
estando em conformidade com os estudos apresentados por SUTTNER et al (2009)
gue demonstrou o potencial do SNP de desenvolvimento para eczemas, mas sem
associacbes com atopias. Embora os resultados para o SNP em questdo, na
dosagem de IgE especifica para barata, tenha resultados semelhantes ao teste

cutaneo, na qual os gendtipos tenham maior frequéncia nos controles quando
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comparado aos casos, pode-se destacar que nesta variavel, os valores de p
encontrados ressalta a importancia que tal polimorfismo tem no desenvolvimento da

asma alérgica.

Corroborando com essa importancia, o polimorfismo em destaque
demonstrou resultados positivos para dosagem de IgE especifica para pelo menos
um dos alérgenos testados, tendo seus gendtipos significativamente maiores entre
0s casos quando comparado aos controles, demonstrando que o SNP rs3824662
estd relacionado ao aumento sérico de IgE nesses pacientes. Também foram
encontrados resultados significativos para dosagem de eotaxina com um p
significativo entre os alelos CC e AC, demonstrando que a presenca desse
polimorfismo est4 diretamente associada a um aumento da expressdo dessa
citocina, que por sua vez, exerce sua funcdo no recrutamento de eosindfilos.
Portanto, os resultados encontrados, atrelados a classificacdo de regulomeDB,
apresentados na tabela 2 (1f), que apontam para uma maior probabilidade de
interferéncia do SNP nas liga¢gfes funcionais do gene, demonstram que a presenca
do alelo A do rs3824662 pode aumentar as chances de desenvolvimento da asma
alérgica com perfil inflamatério do tipo eosinofilico, ndo havendo interacdes
significantes para asma com o0s motifis que s&o alterados por esse polimorfismo,
conforme apresentado na tabela 2. Embora os dados da literatura sejam escassos
relacionando o polimorfismo citado a asma, GUTHIKONDA et al 2014 demonstrou
em estudos que o rs3824662 possui pouca relacdo com o desenvolvimento de asma

em mulheres aos 18 anos atrelados ao uso de anticoncepcionais.

Para o SNP rs1269486 foram encontrados resultados de protecao
relacionados a teste cutaneo para as espécies de barata e, somado com o alto
namero de casos quando comparados aos controles, fortalece a hip6tese de
interferéncia significativa do polimorfismo nessa populacdo, como demonstrado nos
resultados, em uma provavel relacdo de protecdo para asma atdpica. Atrelado a
isso, foi encontrado também associa¢des negativas para dosagem de IgE especifica
para barata tanto em um modelo aditivo quanto dominante. Embora os numeros de
casos sejam menores quando comparados aos controles dentro dessa populacao,
os dados sugerem um discreto potencial de protecdo desse SNP para a

manifestagéo atopica.
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O polimorfismo rs11255501 foi associado positivamente ao teste cutaneo nos
modelos aditivo e dominante. Embora os resultados de p tenham se apresentado
abaixo de 0.05, ndo houve diferenca significativa quando observado o numero de
casos e controles. Ele ainda foi associado positivamente ao teste cutaneo especifico
para barata, apresentando uma diferenca significativa para o gendétipo CC com
maioria nos controles quando comparados aos casos. No entanto, os resultados
apresentados por esse SNP aumentam sua importancia no desenvolvimento de uma
asma atdpica, demonstrado através dos resultados de OR que permite associa-lo ao
risco de desenvolvimento alérgico. Com resultados positivos para dosagem de IgE
especifica para barata, o rs11255501 também apresentou valores de p significativos
(>0.05) e uma associacao de risco, demonstrando que este polimorfismo tende a
aumentar a concentracao sérica de IgE na presenca de alérgenos especificos de
barata. O SNP rs11255501 apresentou também resultados para dosagens de
citocina IL-10 e IgE total, na qual os graficos demonstram um relativo crescimento da
producdo de IgE total e um decréscimo na dosagem de IL-10 que é uma citocina
responsavel pela homeostase entre as respostas TH1 e TH2, portanto, esse
desequilibrio torna o individuo mais susceptivel a um aumento da resposta TH2,
consequentemente, mais sujeitos a desenvolver uma crise alérgica. Todos o0s
resultados encontrados para esse polimorfismo sugerem a associacdo direta do

mesmo para o desenvolvimento de uma asma alérgica.

O SNP rs11255501 ainda apresentou marcadores de histonas nas regifes
promotoras e intensificadoras para o pulmao, tendo dois motifis alterados segundo
dados do HaploReg, no qual o motifi com significancia relativa para asma foi o Myc.
Este gene regula positivamente o transdutor de sinal dos mediadores de sinalizacéo
de IL-4, que por sua vez pode ativar reacdes com macréfagos que estao diretamente
ligados ao processo inflamatério da asma, sendo essa citocina elemento ativo na

cascata de reagdo da asma, como demonstrado por PELLO e colaboradores (2012).

O polimorfismo rs11567902 foi associado significativamente a eosinofilia,
atrelado a maior frequéncia em casos quando comparado aos controles, destacando
uma possivel associacdo do alelo T ao aumento de eosindfilos na asma grave. A
partir dos resultados positivos obtidos na variavel de teste cutaneo positivo, na qual
foram encontradas associacdes significantes em modelos aditivo e dominante e,

atrelado a sua maior frequéncia nos casos do que no controle, pode inferir que esse
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polimorfismo possui uma associacdo com atopia, sendo, portanto, uma variavel
ligada a asma atopica. Foi encontrado também resultados para dosagem de IgE
total, no entanto, sua relagdo com ela foi associada a diminuicdo dos niveis séricos

IgE total em pacientes com asma grave.

Os resultados para teste cutaneo apresentados pelo polimorfismo rs11567902
podem estar associados a uma asma leve, levanto em consideracdo que a atopia
possui uma relativa facilidade de controle sob o uso da terapia convencional
(corticoides inalatorios em baixa concentracdo). No entanto, quando associado a
uma asma grave, o SNP apresentou uma reducdo na concentracdo sérica de IgE
que pode ser explicada pela maior associacdo dessa imunoglobulina com a
manifestacéo leve da doenca como citado por MAUAD et al., (2009).

Por fim, foi encontrado dados com o SNP rs11567902 demonstrando que o
mesmo esta associado a 3 marcadores de histona no pulmdo em regibes
promotoras e intensificadores, sendo essas histonas responsaveis pelo
enovelamento do DNA. Além disso, foi encontrado dois motifis (local do DNA onde o
fator de transcricdo se liga para exercer sua funcéo) alterados pelo polimorfismo, no
qual o motifi AP-1 foi o Unico encontrado com possiblidade de correlacdo com asma;
KHORASANIZADEH et al., 2017 e GAO et al., 2021 demonstraram que a atividade
transcricional aumentada do AP-1 esta ligada a ativacdo de imunomoduladores que
participam da patogénese da asma. Contudo, esses estudos ainda demostraram que
varios genes inflamatérios como IL-4, IL-5 e IL-13 possuem sitios de ligagdo com o
AP-1, podendo ser regulado pela atividade do AP-1.

No rs2798835 foi associado significativamente com risco para a variavel de
asma, apresentando também uma maior tendencia ao desenvolvimento de
obstrucdo nos bronquios, atrelado ao aumento significativo da eosinofilia na asma
grave, tendo as variaveis de asma e eosinofilia um namero consideravelmente maior
entre 0os casos e apenas para obstrucdo foi constatado um maior niumero entre 0s
controles. Portanto, ha uma associacado deste polimorfismo que tende ao risco de
desenvolvimento da asma, ndo havendo dados no presente estudo que associem o
polimorfismo a uma asma atOpica, podendo concluir que o alelo A estd mais
associado a uma asma eosinofilica ndo alérgica. Além disso, o SNP apresentou
pontuacdo de regulomeDB na posicdo 3a, que se caracteriza por apresentar uma
maior probabilidade de ligacdo a proteinas em locais funcionais, quando
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comparados aos SNP de pontuacdo 4, o que possibilita inferir que o alelo A tem

maior probabilidade de interferéncias funcionais no gene.

Para 0 rs10905278 foram encontrados resultados significativos para variaveis
de teste cutaneo, sendo associado positivamente ao teste cutaneo para fungo nos
modelos aditivo e dominante, com valores de p igual e/ou menor que 0.01,
destacando que o polimorfismo pode estar envolvido na manifestacdo atépica da
asma, quando expostos a alérgenos de fungo, embora para esta populagdo tenha

apresentado maior frequéncia entre os controles quando comparado com 0S casos.

Quanto aos dados apresentados ainda na tabela 2, € possivel observar que o
polimorfismo rs11905278 apresentou, a partir de dados da plataforma HaploReg,
trés marcadores de histonas no pulmdo para regides potencializadoras e
intensificadoras, e dois motifis alterados, sendo um deles 0 GATA, gene associado a
familia GATA de fatores de transcricdo, no qual o GATA3 se apresenta como
membro dessa familia. O GATA3 se caracteriza por ser o objeto de estudo da
presente pesquisa, estando diretamente ligado ao desenvolvimento da cascata de
inflamacdo da asma como demonstrado por RAY e colaboradores (1999), que o
GATAS3 participa tanto da diferenciacado de células T para uma resposta TH2 como
da secrecéo de citocinas ativas do processo inflamatério da asma.

Por fim, foram encontrados resultados significativos para o polimorfismo
rs183890714, com associacdes negativas, a partir dos resultados de OR, para as
variaveis de atopia, como o teste cutédneo e teste cutdneo especifico para &caro,
demonstrando que o alelo G do SNP em questdo pode estar associado ao
desenvolvimento de protecdo nos individuos do estudo. Em ambos os casos foram
encontrados uma OR entorno de 0.2 e um valor de p<0.01, demonstrando que tal
polimorfismo possui fortes associagdes protetivas para o desenvolvimento da asma
atopica. Ainda foi encontrado resultados significativos para dosagem de eotaxina
para asma e asma grave. Em ambos os casos, a dosagem de citocina foi
encontrada aumentada na presenca do alelo G, demonstrando, portanto, que o
polimorfismo em questdo estd associado a um aumento de eosindfilos pela
expressdo de eotaxina em individuos asmaticos de modo geral, e em especifico
para os que apresentam a manifestacdo grave da asma. Esses resultados, quando

somados ao fator de protecao para atopia demonstrados nas variaveis encontradas,
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possibilita concluir que esse polimorfismo esta associada a uma protecdo dos

pacientes que o possuam, para o desenvolvimento da asma nao atopica eosindfilica.

O polimorfismo rs183890714 ainda foi encontrado na classificagdo de
regulomeDB em 3a, demonstrando que ele possui uma maior probabilidade de

apresentar ligacdes funcionais, aumentando a significancia do SNP para a asma.

Os SNP apresentados, em sua maioria, ndo foram encontrados com
resultados publicados na literatura, impossibilitando a comparacédo de dados. Esse
fato pode ser explicado pela menor frequéncia dos alelos polimorfico desses SNP
nas populagcdes mundiais, demonstrando que h& pouca incidéncia desses SNP
nessas populacoes. A falta de estudos nado isenta a importancia desse gene na
fisiopatologia da asma, s6é demonstra que ele ainda é pouco estudado,

principalmente em populacdes americanas e afrodescendentes.

8 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos no estudo e, levando em consideracdo os
impactos que os SNP podem apresentar na fisiopatologia da asma, sobretudo a
asma alérgica, é possivel inferir que existem evidencias da associacdo de

polimorfismos no gene GATA3 com o desenvolvimento da asma.

Para que a interferéncia que esses SNP geram na cascata reativa de asma,
seja totalmente elucidada, serdo necessarias mais pesquisas em torno desses
resultados, considerando também outras populacdes inseridas em contextos
ambientais, culturais, genéticos e socioeconémicos especifico, afim de demonstrar
0s impactos que polimorfismos no gene GATA3 podem apresentar em diferentes

apresentacoes sociais.
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