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RESUMO

O Luapus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenca autoimune do tecido conectivo, que
apresenta diversas manifestagdes clinicas e soroldgicas. Embora sua causa seja desconhecida,
sabe se que o LES é uma doenca multifatorial, no qual pacientes apresentam uma deficiéncia
no reparo de quebras de dupla fita de DNA (DSBs), causada tanto por agentes enddgenos
quanto exdgenos. O gene STK17A (Serina/Threonina quinase 17A) pode estar envolvido no
desencadeamento da doenca, uma vez que codifica uma proteina que participa do processo de
reparo de DSBs e apoptose. Deficiéncia nesse processo pode induzir a producéo de anticorpos
anti ds-DNA e consequente deposicdo de imunocomplexos, causando inflamacgéo nos tecidos.
Neste estudo, foi investigada a associacdo de cinco polimorfismos de base Gnica (SNPs) no
gene STK17A com a susceptibilidade ao LES e as principais manifestacdes clinicas da
doenca. O grupo de estudo foi composto por 143 pacientes com LES e 177 individuos
saudaveis como grupo controle. A genotipagem foi realizada pela metodologia de PCR em
tempo real ABI7500HT (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando Probe
Tagman SNP Genotyping Assay. As frequéncias alélicas e genotipicas foram calculadas
através do programa Genotyper Transposer e avaliadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg.
As analises estatisticas foram realizadas pelo teste exato de Fisher, juntamente com o
programa R, versdo 2.1.1 para verificar associacao entre os SNPs testados e a susceptibilidade
a doenca. A distribuicdo haplotipica foi analisada através do programa SNPstat. A avaliacdo
da associacdo dos alelos e gen6tipos dos SNPs com as manifestagdes clinicas e soroldgicas da
doenca foi realizada pelo Epilnfo (versdo 3.5.2) e teste exato de Fisher. Para ajustar os valores
de p-values para testes multiplos, foi aplicada a correcdo de Bonferroni. Foi observada
diferenca significativa quando comparados pacientes e controles apds a estratificacdo para o
sexo: O genotipo A/A do SNP rs10259269 se mostrou mais frequente nos controles (7.6%) do
gue nos pacientes (0,7%) conferindo protecdo contra o desenvolvimento do LES no sexo
feminino (OR = 0,09, p = 0,01). Quando analisada a distribuicdo dos haplétipos, foi
encontrada associacdo significativa em pacientes com LES entre dois haplotipos: TGGTT e
TAGTC (OR =054, p = 0,01 e OR = 0,25, p = 9.04e-08, respectivamente) com efeito
protetor contra o desenvolvimento da doenca. Interessantemente, apds estratificacdo para
etnia (descendentes europeus) e sexo (feminino) o haplétipo TAGTC novamente conferiu
protecdo ao LES (OR = 0,25, p = 2.30e-06 e OR = 0,41, p = 0,01 respectivamente). Uma
associacdo significativa foi observada entre o gendétipo A/G para 0 SNP rs7802995 com
manifestacdo cutanea em pacientes com LES (OR = 3,44, p = 0,004). Finalmente, depois da
estratificacdo dos pacientes para etnia, foi encontrada uma associa¢do significativa com a
alteracéo soroldgica anti ds-DNA na protecdo de descendentes de Africanos (OR = 0,11, p =
0,009). N&o foi observada associacdo entre o sexo e as manifestac@es clinicas/laboratoriais.
Em sintese, concluimos que polimorfismos no gene STK17A podem estar envolvidos no
desenvolvimento do LES, entretanto, outros estudos de réplica avaliando o efeito funcional
desses SNPs na expressdo e/ou atividade da proteina sdo necessarios para confirmar o seu
papel na susceptibilidade/protecdo a doenca.

Palavras- chave: DRAKZ1. Susceptibilidade. PCR em tempo real.



ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease of the connective tissue,
which presents diverse clinical and serological manifestations. Although its cause is
unknown, is know that SLE is a multifactorial disease, in which patients have a deficiency in
the repair of double strand breaks in DNA (DSBs), caused by both endogenous and
exogenous agents. The gene STK17A (Serine / Threonine kinase 17A) may be involved in the
onset of the disease since it encodes a protein which participates in the repair of DSBs and
apoptosis. Deficiency in this process can induce the production of anti-ds DNA and
consequent deposition of immune complexes, leading to inflammation in tissues. This study
was investigated the association of five single nucleotide polymorphisms (SNPs) in gene
STK17A with the susceptibility to SLE and the clinical manifestations of the disease. The
study group consisted of 143 SLE patients and 177 healthy individuals as control group.
Genotyping was performed by the methodology of real-time PCR ABI7500HT (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) using Tagman SNP Genotyping Assay Probe. The allelic
and genotypic frequencies were calculated using the program Genotyper Transposer and
evaluated for Hardy-Weinberg equilibrium. Statistical analyzes were performed by Fisher's
exact test, along with the program R, version 2.1.1 to assess the association between the tested
SNPs and disease susceptibility. The haplotype distribution was analyzed using the program
SNPstat. The evaluation of the association of alleles and genotypes of the SNPs with the
clinical and serological manifestations of the disease was performed using Epilnfo (version
3.5.2) and Fisher's exact test. To adjust the p-values for multiple testing, was applied a
Bonferroni correction. Significant difference was observed when comparing patients and
controls after stratification for sex: genotype A/A SNP rs10259269 was more frequent in
controls (7.6%) than in patients (0.7%) providing protection against the development of SLE
in females (OR = 0.09, p = 0.01). When we analyzed the distribution of haplotypes,
significant association was found in SLE patients between two haplotypes: TGGTT and
TAGTC (OR = 0.54, p = 0.01 and OR = 0.25, p = 9.04e-08, respectively) with protective
effect against disease development. Interestingly, after stratification by ethnicity (European
descent) and sex (female) the haplotype TAGTC conferred protection again to SLE (OR =
0.25, p = 2.30e-06 and OR = 0.41, p = 0.01, respectively). A significant association was
observed between the genotype A/G SNP rs7802995 with cutaneous manifestation in SLE
patients (OR = 3.44, p = 0.004). Finally, after stratification of patients for ethnicity, was found
a significant association with serological manifestation anti-ds DNA in the protection of
African descent (OR = 0.11, p = 0.009). There was no association between sex and clinical /
laboratory manifestation. In conclusion, the STK17A gene polymorphisms may be involved
with the development of SLE, however, other studies of replicates evaluating functional effect
of these SNPs in the expression and/or activity of protein are needed to confirm its role in
susceptibility / protection disease.

Keywords: DRAK1.Susceptibility and PCR real time.
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INTRODUCAO

O Lupus eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca crbénica autoimune, heterogénea
podendo atingir uma grande variedade de 6rgdos e sistemas, entre eles o articular, cuténeo,
cardiovascular, pulmonar, renal, neuroldgico, hematoldgico e imunoldgico em qualquer fase
da doenca. A doenca é mais frequente em mulheres na idade reprodutiva numa proporc¢édo de
9:1, todavia pode ocorrer tanto em idosos como em recém-nascidos. A etiologia do LES ainda
ndo esta totalmente elucidada, entretanto, diversos estudos sugerem o envolvimento de fatores
genéticos, ambientais e hormonais na perda da tolerancia e no consequente desencadeamento
da doenca. A fisiopatologia do LES baseia-se na formacdo de auto-anticorpos, sendo entéo
depositados em forma de imunocomplexos em tecidos e orgdos, iniciando assim, uma
atividade inflamatoria causando les6es nos mesmos. Diversos auto-anticorpos séo produzidos
sendo dirigidos contra os diferentes constituintes celulares como o DNA, fosfolipidios,

histonas e ribonucleoproteina.

A base genética do LES é complexa, devido a sua natureza de baixa penetrancia,
diversos genes contribuem com uma pequena parcela para determinar a susceptibilidade a
doenca. Dessa forma, diversos estudos tentam identificar os genes que predispdem a doenca.
A partir de estudo desenvolvido por SANDRIN-GARCIA et al (2009) que avaliaram o perfil
de expressdo génica de pacientes com LES nas fases ativa e inativa da doenca, varios genes
mostraram-se diferencialmente expressos. Oito genes foram considerados candidatos a
estarem envolvidos na patogénese da doenca, dentre eles, o gene STK17A (Serina/Threonina
quinase 17A) envolvido em mecanismos de reparo de quebras de dupla fita de DNA (DSBs) e

apoptose.

Sabe-se que pacientes com LES apresentam sistema de reparo de DNA ineficiente, o
que pode causar acumulo de celulas danificadas e consequentemente aumento na taxa de
apoptose. Uma vez que a patogénese do LES ainda ndo é bem estabelecida, consideramos que
esse gene pode ser forte candidato a estar envolvido na susceptibilidade a doenca. Assim, este
estudo teve o0 objetivo de investigar a associacdo de polimorfismos de base Unica (SNPs) no
gene STK17A com a susceptibilidade ao LES e suas manifestacdes clinicas.
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1 REVISAO BIBLLIOGRAFICA

1.1 TOLERANCIA IMUNOLOGICA E AUTOIMUNIDADE

O sistema imune ¢ uma complexa “rede”, composta de diversos constituintes
celulares, mediadores, receptores e vias bioquimicas entre outros componentes, capaz de
interagir com os diferentes estimulos antigénicos (CRUVINEL et al., 2008). A capacidade
para reconhecer entre antigenos proprios (“self”’) e ndo proprios (“non-self”’) é de extrema
importancia para manter a tolerancia imunoldgica. Os mecanismos de tolerancia imunoldgica
sdo divididos em tolerancia central e periférica, onde participam células imunocompetentes B
e T (SOUZA et al., 2010).

A tolerancia central ocorre no timo com as células T, que sdo originadas da médula
Ossea. Os timocitos apds passarem pelo processo de proliferacdo, diferenciacdo celular e
criacdo do repertdrio de receptores de linfocitos (TCR, CD3, CD4 e CD8) que leva a sua
diferenciacédo, sdo entdo submetidos a dois processos seletivos diferentes: selecdo positiva e,
posteriormente, negativa. Esses processos sdao responsaveis pela eliminacdo de LT auto-
reativos, todavia essa barreira ndo é suficiente para eliminar todas as células T auto-reativas,
tendo seu consequente escape para a periferia. A tolerancia periférica, por sua vez, através de
diferentes e redundantes mecanismos tais como: ignorancia imunoldgica, anergia ou morte
celular por apoptose, além da atuacéo de células T regulatorias ("Tregs'), promove a inibigéo
da ativacdo e expansdo de linfécitos auto-reativos nos tecidos periféricos (SAKAGUCHI et
al., 2000; SHEVACH et al., 2000; SAKAGUCHI et al., 2004). A quebra desses processos
pode gerar um potencial para autoimunidade (CRUVINEL et al., 2008).

As doencas autoimunes atingem cerca de 3-5% da populacdo mundial, tendo sua
origem na complexa interacéo entre fatores ambientais e fatores intrinsecos ao organismo, tais
como predisposicdo genética, que geralmente esti associada a polimorfismos de genes de
histocompatibilidade ou da imunidade inata/adquirida, além de outras alteragbes como

hormonais e reducéo no controle imuno-regulatorio (SOUZA et al., 2010).

1.2 HISTORICO DO LES

A palavra ltpus € originada devido a semelhanga das lesbes cutdneas em forma de
“asas de borboleta”, que cobriam o nariz e a bochecha de varios pacientes, com as manchas

existentes na face dos lobos (BLOTZER et al., 1983). Em 1833, Pierre Cazenave adicionou
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Eritematoso ao nome, devido as caracteristicas destrutivas ou ulcerativas da doenca
(CAZENAVE et al., 1852; WALLACE et al., 1999). Enquanto em 1895, o médico Canadense
Sir Osler caracterizou melhor o envolvimento de varias partes do corpo na doenca e incluiu a
palavra Sisttmico ao nome, que passou a ser chamada de Lupus Eritematoso Sistémico
(OSLER et al., 1895; OSLER et al., 1904; OSLER et al., 1900). Osler deu uma grande
contribuicdo no conhecimento de alguns aspectos do LES, tais como remisséo e exacerbacéo,
além da presenca da doenca de pele como um dos sintomas da doenca sistémica (OSLER et
al., 1904). Apartir de entdo grandes progressos tem sido feitos quanto ao estudo, diagnostico e

tratamento do LES. A tabela 1 mostra um breve histoérico.

Tabela 1 Histérico do LES.

HISTORICO

916 ac Primeira descri¢do escrita da cicatrizacdo de Eraclius, Bishop de Liége, no santuério
de St. Martin em Tours.

Inicio do século 19 O termo Lupus foi reservado para doencas com caracteristicas destrutivas ou
ulcerativas que apareciam na face dos pacientes.

1833 Primeira descri¢do do termo LUpus Eritematoso.

1846 "rash borboleta" termo usado por Ferdinand VVon Hebra.

1880 "asa de morcego" termo usado por Jonathon Hutchinson, tendo observado pela
primeira vez a fotossensibilidade nos pacientes com LES.

1895 Sir William Osler reconhece a natureza sistémica da doenga.

1923 Lesdes cardiacas sdo descritas por Libman e Sacks.

1935 Doenca renal e glomerulonefrite relatadas por Baehr.

1948 Descoberta das células LE por Hargraves, definindo o cendrio para estudo de
sorologia em pacientes com LES.

1959 Estudos em modelos murinos, apartir dos achados de uma doenga semelhante ao LES
em camundongos NZB /W.

1976 Apartir da descrigdo original da agregacdo familiar de LES possibilitou estudos

gendmicos na identificacdo de diversos genes envolvidos na susceptibilidade ao Lupus

Fonte: SCOFIELD et al., 2009.

1.2.1 Lapus Eritematoso Sistémico

1.2.1.1 Epidemiologia

A incidéncia do LES varia de acordo com as caracteristicas da populacdo estudada
como a regido, étnia, sexo, grupos etarios, periodo de tempo estudado, além de mudangas nos
critérios diagnoésticos da doenca. O diagnéstico de casos menos graves, cComo consequéncia

do maior conhecimento da doenca e o auxilio de testes laboratoriais tem contribuido para o
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aumento da prevaléncia do LES e da taxa de sobrevida. Em 1954, 78% dos pacientes
sobreviviam ao primeiro ano da doenca e apenas 52% chegavam ao quarto ano (HARVEY et
al., 1954; MERREL et al., 1955), enquanto na década de 90, a taxa de sobrevida de pacientes
variou de 95% aos cinco anos, 90% aos dez anos e de 79% a 83% aos quinze anos (ABU-
SHAKRA et al., 1995; GRIPENBERG et al., 1991). Em 2004, a sobrevida em vinte anos era
proxima de 70% (BEZERRA et al., 2004)

Atualmente, a maioria dos dados epidemiol6gicos sobre o LES é de paises
desenvolvidos como Estados Unidos, Inglaterra e paises nordicos. As taxas de incidéncia do
LES variam aproximadamente de 1 a 10 a cada 100.000 pessoas por ano, enguanto a
prevaléncia em geral varia de 20 a 150 a cada 100.00 pessoas (NALEWAY et al., 2005;
STAHL-HALLENGREN et al., 2000; PONS-ESTEL et al., 2010). A doenca afeta
predominantemente mulheres, com uma taxa que varia de 4 a 13 mulheres para cada homem
afetado. Quanto a etnia, individuos de qualquer grupo étnico podem ser afetados, sendo mais
comum em individuos da raca negra e, a seguir, em portugueses, espanhois, italianos,
asiaticos e polinésios (PETRY, 2002).

No Brasil, no entanto, existem apenas dois estudos epidemioldgicos: O primeiro foi
desenvolvido na cidade de Natal/RN, em que foi encontrada uma das maiores incidéncias de
LES ja descritas na literatura, sendo de 8,7 casos por 100.000 habitantes/ano (VILAR et al.,
2002), enquanto o estudo realizado em Cascavel/PR mostrou uma incidéncia menor, de 4,8
casos por 100.000 habitantes/ano, sendo este ultimo mais similar aos dados epidemioldgicos
de paises desenvolvidos. Sugere-se que essa diferenca seja devido a posicdo geografica e
composicao étnica da regido (NAKASHIMA et al., 2011).

1.2.1.2 Fatores Ambientais Imunolédgicos e Hormonais.

Os mecanismos envolvidos no desencadeamento da doenga ainda ndo estdo
completamente elucidados, no entanto, sabe- se que alguns fatores tém uma importante
participacdo nesse processo. Entre esses estdo a exposicdo a luz ultravioleta ou produtos
quimicos (aminas aromaticas, hidrazinas, metais pesados, etc) (KONO et al., 2000). Diversos
estudos mostram a associagdo do tabagismo e seus componentes (nicotina) ao fator de risco e
atividade da doenca, prople-se que esses componentes induzam mutagdes em genes

imunoreguladores aumentando assim a susceptibilidade ao LES. O fator de risco induzido
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pelo tabagismo sé diminui com anos apo6s a interrupcdo do hébito de fumar (GHAUSSY et
al.,2001; FREEMER et al., 2005; COSTENBADER et al., 2005).

A infeccdo por virus como o Epstein Barr (EBV) tem sido considerado como um dos
fatores importantes no desencadeamento da doenca, tendo em vista que se utiliza de
mecanismos como mimetismo molecular para infectar as células humanas, podendo levar a
reacdo cruzada de anticorpos virais contra constituintes celulares humanos, sendo evidenciado
através de estudos que mostram a presenca de altos titulos de anticorpos EBV em pacientes
com LES, além da constatacdo de que a infeccdo pelo EBV antecede o aparecimento das
alteracdes autoimunes, que ocorrem no LES (VERDOLINI et al. 2002; DROR et al. 1998).
Apesar da infeccdo por EBV acometer mais de 90% da popula¢do mundial, o virus podem
emergir do seu periodo de laténcia em quantidade suficiente para causar estimulacdo imune
(KATZ et al. 2001).

Outros agentes também tém sido encontrados com frequéncia entre os pacientes como:
as bactérias gram negativas, fungos e agentes oportunistas, em que a maior frequéncia e
gravidade das infeccdes podem ser explicadas devido a diminuicdo dos linfocitos (CD4+) e
com isso reducdo da capacidade fagocitica, além da diminuicdo do complemento sérico nesses
individuos (FERREIRA et al., 2008).

A razdo da maior prevaléncia do LES no sexo feminino ainda ndo estd totalmente
esclarecida, todavia € sabido que fatores relacionados ao sexo, especialmente fatores
genéticos e endocrinolégicos estejam envolvidos nesse processo (TISKIEVICZ et al., 2005).
Estudos mostraram o importante papel da prolactina na patogénese do LES, através da analise
dos indices de prolactina sérica, sendo observado uma frequéncia aumentada de 20% a 30%,
variando de 8% a 69,7% dependendo da atividade da doenca em pacientes com LES
(PACILIO et al., 2001; WALKER et al.,, 2000), enquanto que a prevaléncia de
hiperprolactinemia na populagéo geral € menor que 5% (BATRINOS et al., 1992.). Estudo em
modelos animais, com um agonista dopaminérgico que inibe a producédo de prolactina teve
efeito sobre acdo dos linfocitos B, tendo sido evidenciado a partir da consequente diminuigéo
do aparecimento de anticorpo anti-DNA de dupla fita, prolongando a sobrevida vida dos
individuos (PEEVA et al., 2004).
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1.2.1.3 Patogénese

O LES apresenta como uma das principais caracteristicas, o desenvolvimento de auto-
anticorpos, que precede de anos do inicio dos sintomas clinicos da doenca (ARBUCKLE et
al., 2003). Embora o papel dessas imunoglobulinas na patogénese da doenca ainda nao esteja
totalmente elucidado, sabe se que esses autoanticorpos séo formados em resposta a quebra de
mecanismos de tolerancia e consequente hiperatividade de linfocitos B e T, sendo entdo
dirigidos contra proteinas citoplasmaticas, moléculas de superficie celular e constituintes
nucleares (RUS et al., 2002; CASOLI et al., 2001).

Os auto-anticorpos apresentam como caracteristica: a especificidade de ligacdo com
diferentes autoantigenos, prevaléncia e patogenicidade (SHERER et al., 2004). Os anticorpos
antinucleares sdo 0s mais caracteristicos da doenca, estando presentes em mais de 95% dos
casos, entre esses se destacam, os anticorpos anti-DNA fita dupla (ds-DNA) e anti-Sm. Os
anticorpos anti-Sm reagem com pequenas ribonucleoproteinas nucleares (SnRNP), enquanto
gue os anticorpos anti-DNA se ligam a determinadas sequéncias conservadas e amplamente
presentes no DNA, além de ter sido associados com a severidade da doenca (VAN et al.,
1997).

A heterogeneidade de manifestacfes clinicas do LES deve se em parte a diversidade
de autoanticorpos dirigidos contra os diferentes autoantigenos, formando imunocomplexos e
promovendo a sua deposicao nos tecidos e consequente inflamagdo dos mesmos (SHERER et
al., 2004). Dessa forma, os complexos imunitarios contendo anticorpos anti-DNA, por
exemplo, tém uma probabilidade aumentada de acumular-se nos rins (TSOKOS et al., 2011),
além de sua ligacdo com receptores N-metil-D-aspartato (NMDARS) que sdo amplamente
distribuidos por todo o cérebro, ligando-se as células neuronais e destruindo-as (LEE et al.,
2009). Os anticorpos anti-Ro tém sido associados ao IUpus neonatal, tendo em vista que ele
age alterando a funcdo de midcitos e células do sistema de conducdo e promovendo o
blogueio cardiaco congénito (LEE et al., 2009).

Segundo TSOKOS et al. (2011), futuramente sera possivel prever o aparecimento de
caracteristicas clinicas do LES, atraves do acompanhamento e avaliagdo clinica do

desenvolvimento de varios auto-anticorpos da doenga.
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1.2.1.4 Manifestacdes Clinicas

O Lupus Eritematoso Sistémico evolui com periodos de atividade e remissao e a
maioria dos sintomas iniciais dos pacientes com LES s&o anemia, mal estar, fadiga, perda de
peso e febre (MEINAO et al., 2008). O LES atinge diversos 6rgéos e sistemas tais como: a
pele, o coracéo, as articulagdes, os pulmdes, 0s vasos sanguineos, o figado, os rins e o sistema
nervoso, além de diversas manifestacdes em regides como a boca, trato nasal e urinario
(Figura 1), no qual o comprometimento pode ocorrer de forma simultanea ou sequencial.
(SATO et al., 2000).

Figura 1 Manifestacdes clinicas do LES.
Fonte: (DRIEFFCHANDLER.COM)

Figura 2 Comprometimento cutaneo em forma de “asas de borboleta".
Fonte: (medinsolita.webnode.com)
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O Comprometimento Cutédneo ocorre em cerca de 90% dos casos, ao longo da
evolucdo da doenca. Uma das principais caracteristicas é a presenca de lesbes em forma de
"asas de borboleta”, que ocorrem em aproximadamente 50% dos casos, e é caracterizada por
ter inicio agudo, ser do tipo eritematosa, com localizacdo em regiGes malares e dorso do nariz.
Outras lesdes agudas sdo as lesdes eritémato-maculares, papulares ou méaculo-papulares e as
lesGes bolhosas, localizadas geralmente em regides expostas ao sol (Figura 2) (BERBERT et
al., 2005).

As alteracOes articulares geralmente se apresentam com quadros de dores, rigidez,
sinovites e artrites deformantes ndo erosivas, acometendo preferencialmente as articulagdes
das méos, punhos e joelhos, todavia, todas as articulagdes (grandes e pequenas) podem ser
afetadas, sendo que raramente tem evolucdo crénica. A frequéncia da artrite lUpica varia de
69% a 95% dos casos (CAZNOCH CJ et al., 2006).

As manifestacGes hematoldgicas incluem anemia em até 50% dos casos, sendo
normocrémica e normocitica. A anemia hemolitica auto-imune é encontrada apenas em 14%
dos casos. Entre as outras alteracfes hematoldgicas destaca se a plaquetopenia menor que
100.000 células/mm?®, a leucopenia menor que 4.000 leucécitos/mm?® ou linfopenia menor
1.500 linfécitos/mm?, sendo que a leucopenia e/ou linfopenia ocorrem em cerca de 50% dos
casos, ao longo da evolucéo da doenca (MEINAO et al., 2008).

Quanto as manifestacdes cardiacas pode ocorrer inflamacdo de vérias partes do
coracdo, tais como pericardite, miocardite ou endocardite, na qual a miocardite clinica ocorre
em aproximadamente 10% dos casos, outra caracteristica € a presenca de aterosclerose
(ALVES et al., 1997). Entre as manifestagcdes que acometem os pulmaos e pleura destacam se
a pneumonite aguda, pneumopatia cronica fibrosante e hipertensdo pulmonar, sendo essa
ultima gerada devido & vasoconstricdo, pela presenca de microtrombos e secundaria a
sindrome do anticorpo antifosfolipideo (PETRI et al., 2004; LAWRENCE et al., 2004).

O envolvimento renal associado ao LES é comum. A maioria dos pacientes IUpicos
apresentam no tecido renal depdsitos de imunocomplexos, visualizados através da
microscopia de imunofluorescéncia e eletrbnica, porém a doenca renal se apresenta
clinicamente em cerca de 30 a 65% dos pacientes (LAHITA et al.,2004). Entre as diferentes
formas de nefrite lupica, a glomerulonefrite proliferativa difusa é a de pior evolucdo, pois
pode levar a quadros de insuficiéncia renal aguda, sendo geralmente indicadas terapias mais

agressivas para pacientes com esse tipo de padrdo morfolégico. A presenca de proteinaria é o
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sinal mais comum da nefrite IUpica, cuja lesdo predominante é glomerular, podendo em vérios
casos estar associado ao comprometimento tbulo-intersticial (ALVES et al., 1997).

Entre as diversas manifestacdes neuroldgicas, destaca-se: disfuncdo cognitiva,
transtorno do humor, doencas cerebrovasculares, convulsées (20%), polineuropatias,

disturbios de ansiedade e disturbios psiquiatricos em 15% dos casos (LAHITA et al., 2004).

1.2.1.5 Diagnéstico

O diagnéstico do LES é complicado, devido a heterogeneidade de caracteristicas
clinicas apresentadas pelos pacientes. Dessa forma, para o diagnostico da doenca séo
utilizados os 11 critérios estabelecidos pela “American College of Rheumatology” (ACR)
(1997) que se baseia na associacdo de manifestacdes clinicas e laboratoriais, sendo que na

presenca de 3 a 4 dos 11 critérios, o diagnostico do LES € confirmado (Tabela 2).

Tabela 2 Critérios estabelecidos pela American College of Rheumatology (ACR) 1997.

Critérios de pele: 1 - Erupgdo malar: Mancha “asa de borboleta” (vermelhiddo caracteristica no nariz e na
face).
2 — Lesdo discoide: Lesdo eritematosa, infiltrada, que evolui com cicatriz atréfica e
discromia (geralmente em areas expostas ao sol).
3 - Fotossensibilidade: Les6es ap6s raios ultravioletas A e B.
4 - Ulceras orais/ nasais: Glceras orais, usualmente indolores.

Critérios sistémicos: 1 - Artrite: Inflamag&o de duas ou mais juntas periféricas, com dor, inchago ou fluido.
2 - Serosite: Inflamacdo do revestimento do pulmédo (pleura), e coragao (pericardio).
3 - Comprometimento renal: Proteindria persistente ou cilindrdria anormal.
4 - Alteracgdes neuroldgicas: Convulsdes, psicose ou depressdes.

Critérios laboratoriais: 1 - Alteracdes hematoldgicas: Anemia hemolitica (anemia causada por anticorpos
contra células vermelhas) ou leucopenia (baixa contagem de células brancas) ou
plaquetopenia (plaquetas).

2 - AlteracGes imunoldgicas: Anticorpo anti-DNA ou anti-Sm ou presenca de anticorpo
antifosfolipide (niveis anormais de IgG ou IgM anticardiolipina; teste positivo para
anticoagulante lapico ou teste falso positivo para sifilis).

3 - FAN positivo: Titulo anormal de anticorpo antinuclear.

Fonte: HOCHBERG, 1997.

1.3 LES E SUA BASE GENETICA

A genética do LES é complexa, havendo contribui¢cdo de varios genes que parecem
atuar em conjunto e determinar a susceptibilidade a doenca (VYSE & KOTZIN et al., 1998).
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Estudos de concordancia para LES em gémeos monozigéticos e dizigbticos mostraram uma
taxa de 25% contra 2%, sugerindo que o componente genético constitui um forte fator para
predisposicdo a doenca (SULLIVAN et al., 2000).

Segundo GATEVA et al (2009) apenas 8% da contribuicdo genética do LES é
conhecida. Alguns dos loci previamente identificados para o LES incluem genes que
codificam proteinas importantes da imunidade inata (MBL2), na sinalizacdo de interferon
(ITGAM, TNFAIP3, STAT4 e IRF5) (HOM et al., 2008; GRAHAM et al., 2008), além
daqueles envolvidos na imunidade adaptativa e na producdo de auto-anticorpos (HLA de
classe 11, BLK, PTPN22 e BANK1) (KOZYREV et al., 2004; HARLEY et al., 2008) . Alguns
outros loci ndo tém qualquer fungdo conhecida ou papel imunolégico aparente, todavia tem o
potencial para revelar novos mecanismos da doenca como o gene PXK (HARLEY et al.,
2008) (Tabela 3).

Tabela 3 Genes associados ao LES e suas respectivas fungdes.

GENES ASSOCIADOS AO LES FUNGOES

IRFS, STAT4, SPP1,

IRAK1, TREX1,TNFAIP3, TNIP1, | FUNCAO NAS CELULAS DENDRITICAS E

PRDM1, PHRF1, TYK2, SLC15A4, TLR8

NA SINALIZACAO DE IFN

PTPN22, TNFSF4, PDCD1, 1L10, BCLG, IL16, TYK2, PRL,

STAT4, RASGRP3

SINALIZACAO DE CELULAS T

BANK1, BLK, LYN, BCL6,RASGRP3

SINALIZACAO DE CELULAS B

ITGAM, C1QA, C2, C4A, C4B, FCGR2A, FCGR3A,

FCGR3B, KLK1/3, KLRG1, KIR2DS4, MBL2

PROCESSAMENTO DE
IMUNOCOMPLEXOS E IMUNIDADE INATA

CASP10, NMNAT2, PTTG1, MSH5, PTPRT, UBE2L3,

ATG5, RASGRP3

CICLO CELULAR_APOPTOSE E
METABOLISMO CELULAR

JAZF1, UHRF1BP1, BCL6, MECP2, ETS1, IKZF1

REGULACAO TRANSCRICIONAL

PXK, ICA1, XKR6, SCUBE1

DESCONHECIDA

Fonte: TSOKOS et al., 2011.

GATEVA et al. (2009) através de estudo em larga escala identificaram 5 novos loci de
susceptibilidade ao LES: TNIP1 (rs7708392), PRDM1 (rs6568431), JAZF1(rs849142),
UHRF1BP1 (rs11755393) e IL10 (rs3024505) e confirmaram 16 outros loci de risco (HLA-
DRB1 (HLA*DR3 e DRB1*0301), IRF5, TNFAIP3, BLK, STAT4, ITGAM, PTPN22,
PHRF1, TNFSF4, BANK1, ATG5, PTTG1, PXK, FCGR2A, UBE2L3 e IRAK1-MECP2)
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para a doenca. Esses genes tém sido descritos na susceptibilidade a diferentes doencas
autoimunes, sugerindo que fazem parte de vias que apresentam um importante papel na
regulacdo da autoimunidade. Entre as associa¢fes encontradas estdo o envolvimento do gene
TNIP1 na susceptibilidade a psoriase (NAIR et al., 2009) e diabetes tipo 1 (FUNG et al.,
2009) e do gene JAZF1 com o risco a diabetes tipo 2 (ZEGGINI et al., 2008).

Entre os fatores genéticos conhecidamente envolvidos na susceptibilidade ao LES
encontram-se as moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (HLA
DR2 e HLA DR3), localizados na regido cromossdmica 6p21, se mostrando associados

principalmente em pacientes descendentes de Europeus (CASTRO et al., 2008).

Componentes da via classica do complemento, como o Clg, Clr, Cls, C4 ou C2,
representam o fator de risco mais fortemente associado ao LES, por participar de mecanismo
extremamente importante para a sua patogénese, como a "limpeza" de células apoptéticas
(GHEBREHIWET & PEERSCHKE, 2004). Homozigotos deficientes de Clqg foram
associados com glomerulonefrite e manifestacdes de pele em pacientes com LES, resultante
de uma deficiéncia funcional da proteina receptora (WALPORT et al., 1998). A presenca de
variantes alélicas em receptores Fc da imunoglobulina G, também tem sido descritos na
reducdo da afinidade de ligacdo a subclasse de IgG, e consequente ineficiéncia da retirada de
imunocomplexos (CASTRO et al., 2008).

O gene IKZF1 (fator de trancricdo linfoide, familia lkaros dedo de zinco-1) (17p14.3),
foi recentemente associado ao LES e apresenta importante papel na diferenciacdo e
proliferacdo de linfécitos Thl, assim como na auto-toleréncia através de regulacdo da
sinalizacdo de receptores de células B. Uma outra funcdo é atuar como fator de transcricédo
essencial para as célula dendriticas e na producdo de IFN-y. Estudo em larga escala mostrou
associacdo do SNP rs4917014 em pacientes da populacdo Chinesa (JIAN-WEN HAN et al.,
2009), enquanto GRAHAM et al (2011) encontraram dois SNPs (rs2366293 e rs921916) no
gene IKZF1 associados ao LES, em pacientes Europeus ( GRAHAM et al., 2011)

O gene IFN, por sua vez, compreende uma familia multigénica com 13 genes subtipos
IFN-a e genes individuais que codificam IFN-¢, —«, -1, -6 e —{ (LEVY et al 2003.). Os
pacientes com LES apresentam um aumento nos niveis IFN-a no soro, correlacionando com a
atividade e gravidade da doenca (BENGTSSON et al., 2000). Uma das possiveis razbes da
producdo continua de IFN-a no LES é provavelmente a ativagdo das células dendriticas
plasmocitoide (PDC) (BAVE et al 2000; LOVGREN et al 2004). Fatores como a TYK2
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(tirosina-quinase 2) (19p13.2), assim como fator 5 de regulacdo de IFN (IRF5) participam da
ativagdo do receptor IFN o (IFNAR) e na regulagdo da expressio do IFN tipo I,
respectivamente (DAVID et al., 2002). SIGURDSSON et al. (2005) encontraram associacao
nesses dois genes (TYK2 (rs2304256) e IRF5( rs2004640) com LES na populacdo Sueca e
Finlandesa.

O gene MBLZ2, participa da primeira linha de defesa contra microorganismos, através
de sua capacidade de reconhecer elementos de manose na superficie de bactérias ou fungos e
iniciar a ativacdo do sistema complemento, também tem sido associada a patogénese do lupus.
Os alelos mutantes, que codificam formas protéicas instaveis, foram associados a um efeito
modesto na susceptibilidade ao LES (SANDRIN-GARCIA et al., 2011).

A Proteina C-reativa (CRP), localizada na posicdo cromossémica 1g23.2, também
apresenta um papel importante na modulacdo da imunidade inata. No entanto, ela age
facilitando a retirada de detritos celulares, através da ativacdo do complemento e de sua
ligagéo a receptores Fc (EDBERGET al., 2008). RUSSELL et al. (2003) mostrou a associagéo
de polimorfismos presentes no locus CRP2 e CRP4 com o nivel de proteina codificada pelo
gene em pacientes com LES. Além da ligacdo do polimorfismo CRP4 e a producdo de
autoanticorpos antinucleares, sugerindo o importante papel da eliminacdo de material
potencialmente imunogénico na patogénese do lupus. Pacientes com crise aguda da doenca
apresentaram uma resposta ineficiente para quantidade de proteina C reativa produzida e
consequentemente maior susceptibilidade a doenca.

Assim como o estudo de genes candidatos, estudos de ligacdo baseados em analise
familial e analises de associacdo genémica em larga escala (GenomeWide) vém sendo

utilizados na tentativa de determinar a predisposicao genética no LES.

Recentemente, SANDRIN-GARCIA et al. (2009) avaliaram o perfil de expresséo
génica de 4500 genes comparando pacientes com LES nas fases ativa e inativa da doenga. Um
total de 156 genes mostrou-se diferencialmente expressos quando comparados pacientes aos
controles. Oito genes foram considerados candidatos a estarem envolvidos na patogénese da
doencga, entre estes 0 gene STK17A (Serina/threonina quinase 17A) localizado na regido
cromossémica 7pl3, que apresentou expressao génica reprimida em pacientes com LES na

fase ativa da doenca.
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1.3.1 O gene STK17A

1.3.1.1 Regulador de Apoptose

O gene STK17A (Serine/threonine protein kinase 17A) é um regulador de apoptose ou
morte celular programada, processo critico durante o desenvolvimento. A desregulacdo da
apoptose é responsavel por uma vasta gama de doencas auto-imunes e neurodegenerativas,
tendo em vista que apresenta papel crucial na manutencdo da tolerancia central e periférica,
guanto no controle das populacdes linfocitarias auto-reativas geradas no curso de uma
resposta imune (STUART et al., 2002). A apoptose tem sido sugerida por estar envolvida na
patogénese do LES, no qual a deficiéncia da limpeza dos corpos apopticos pode levar a
autoimunidade através da apresentacdo do material apoptotico as células apresentadoras de
antigeno induzindo a resposta imune (ZANDMAN-GODDARD et al., 2002), sendo fonte
para o desenvolvimento de anticorpos contra diversos constituintes celulares (MOK et al.,
2011).

1.3.1.2 Reparo das DSBs

O reparo de DNA € um processo essencial para manter a estabilidade genémica, sendo
que a falha nesse processo pode gerar mutagOes, translocacbes cromossémicas e morte
celular. Muitos agentes endogenos (atividades metabdlicas como replicacdo no DNA e
recombinacdo V(D)J), quanto ambientais (radiacdo ionizantes e espécies reativas de oxigénio)
podem causar quebras no DNA, resultando em cerca de 10.000 lesbes moleculares individuais
por dia. Essas quebras podem ser de fita simples (SSB do inglés, “Single-Stranded Break™) ou
dupla (DSBs do inglés,“Double Strand Breaks”), sendo esta ultima a mais perigosa. Uma das
respostas celulares as DSBs é a inducdo do aumento dos niveis de proteinas de reparo do
DNA, sendo recrutados para o local da lesdo do DNA (OHNISHI et al., 2009).

Existem dois mecanismos de reparo para as DSBs: recombinagdo homologa (HR)
envolvendo sintese de cromatides irmés e a recombinacdo das extremidades ndo homologas
(NHEJ), que retne as extremidades de uma quebra da fita de DNA na falta de uma seqiiéncia
homologa. A via NHEJ predomina principalmente na etapa GO e G1 do ciclo celular,
enquanto a HR tém uma importancia particular durante as fases S e G2 (JACKSON et al.,
2002).
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Na via NHEJ, as duas subunidades KU70 e KU80 que formam a proteina
heterodimera Ku, reconhecem a DSB e se ligam ao DNA em forma de uma estrutura de “anel
aberto”, onde um dos lados do anel forma um “ber¢co” que protege uma das extremidades da
dupla helice de DNA, enquanto, o outro lado é mais aberto, presumivelmente para permitir
que outros fatores NHEJ possam acessar a DSB, como as proteinas quinases (DNA-PKSs), no
qual sua ativacdo parece ser desencadeada por uma interacdo de fita simples derivada de uma
DSB, formando a holoenzima. Uma vez ligado a DSB, as DNA PKs que mostram atividade
serina / threonina quinase, através do seu dominio catalitico promove a transducéo de sinal
induzido pelas DSBs, levando ao reparo da quebra de dupla fita de DNA (DSB). Apos esse
processo hd o recrutamento de XRCC4 e LIG4 para o reparo da quebra (Figura 3)
(KUSCHEL et al., 2002; JACKSON et al., 2002; WARMERDAM et al., 2010).

Alguns estudos mostram associagdo de polimorfismos presentes em genes de reparo
com a susceptibilidade ao LES e suas manifestaces clinicas. BASSI et al (2008) mostraram a
diminuicdo da eficiéncia de mecanismos de reparo do DNA em pacientes com LES em
comparagdo com controles. Os autores ainda observaram uma associagéo entre polimorfismos
no gene XRCC1 (Arg399GiIn) e a presenca de anticorpos anti-dSDNA,; polimorfismos no gene
XRCC3 (Thr241Met) com anticorpo antifosfolipideo (APS) e dois sitios polimorficos
associados a manifestacdes neuropsiquiatricas. LIN et al (2009) relataram uma associacao
entre o polimorfismo funcional (rs25487) no gene XRCC1Arg399GIn com a susceptibilidade
ao desenvolvimento de LES. Os autores também observaram uma associagdo entre pacientes
com LES com gen6tipo heterozigoto (XRCC1 Arg / GIn) e fotossensibilidade, eritema malar,

doencas hematoldgicas, artrite e anticorpos antinucleares.
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1.4 POLIMORFISMOS DE BASE UNICA (SNPS)

O Projeto Genoma Humano proporcionou a descoberta em larga escala de milhdes de
SNPs, contribuindo assim para o desenvolvimento de varias areas da pesquisa genética como:
a populacional, forense, cancer e doengas, assim como no desenvolvimento de farmacos
(COLLINS et al., 1998; WANG et al., 1998). Os Polimorfismos de base unica (SNP) sdo
variaces em um Unico nucleotideo gerando sequéncias alteradas (alelos), onde o alelo menos

frequente tem uma abundancia de cerca de 1% ou mais (COLLINS et al., 1998).

Em relacdo a natureza dessas mutacdes podem ser sindbnimas ou missense, dependendo
da alteracdo na proteina codificante. Na primeira ndo h& influéncia na mudanca de
aminoacidos, ou seja, os alelos produzem a mesma sequéncia polipeptidica, também
conhecida como mutagéo silenciosa (VIGNA A. et al., 2002). Embora, SNPs sinbnimos nédo
modifiquem a sequéncia protéica, podem agir alterando a estrutura e a estabilidade do RNA
mensageiro tendo consequéncia na quantidade de proteina produzida. As mutacGes missenses,
por outro lado, provocam a mudanca no quadro de leitura codificando aminodcidos de
naturezas diferentes. MutacGes missenses sdo responsaveis por quase metade de todas as
mutacdes no DNA, que sdo conhecidas por causar doencas genéticas (BROOKES, 1999;

PRATT et al.,1999). Essas mutacGes podem estar presentes tanto em regifes codificantes
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(éxons) como em ndo codificantes (introns), sendo que a presenca desses marcadores em
regides codificantes e regides promotoras tem maior probabilidade de influenciar na fungédo
do gene (COLLINS et al, 1997; CHAKRAVARTI et al., 1998; SYVANEN et al.,1999). Os
SNPs podem atuar em varios mecanismos: promovendo o splicing alternativo, alterando o
padrdo de expressdo de genes (no caso de SNPs presente na regido promotora), geracdo ou
supressao de codons de terminacéo ou poliadenilacdo de moléculas de RNA mensageiro, além
de alteracdo nos codons de iniciagio da traducido (ARAUJO et al., 2009).

Segundo MANOLIO et al. (2008), o padrdo de associagdo entre SNPs no genoma
sugere um atalho potencial, com base em haplétipos e desequilibrio de ligagdo (LD). Num
contexto evolutivo, os hapldtiplos teriam sido gerados através do agrupamento de varios locus
polimérficos (SNPs), sendo entdo replicados nas seguintes geracdes, através de mecanismos
de recombinacgdes meioticas, que promove o embaralhamento dos alelos em diferentes loci ao
longo do DNA, levando a uma consequente diminuicdo do nivel de LD entre dois marcadores
(BROOKES et al., 1999). Esse evento tem potencial para geracdo de novos marcadores € 0
aumento de "hotspot™ através da distribuicdo ndo aleatéria. Alelos de SNPs préximos tendem
a ser associados uns aos outros, ou herdados juntos com maior frequéncia do que o esperado
ao acaso (MANOLIO et al., 2008).

Todo esse mecanismo tem grande importancia no estudo da composicao genética das
populacdes. Tendo em vista, que processos bioldgicos como histéria de uma populacdo
demografica especifica tais como: pontos de estrangulamento, mesticagem, consanguinidade,
migracdo, imigracdo, conversdo génica, deriva aleatoria alteram o padrdo de LD. A base
genética de cada populacdo associado com outros fatores reflete na susceptibilidade a

determinadas doencas e a resposta a determinados medicamentos (BROOKES et al., 1999).

1.4.1 PCR em tempo real na deteccéo de SNPs

Diversos estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de identificar conjuntos de
SNPs que servirdo como marcadores para predisposicdo de doengas multifatoriais através de
estudos de associagdo ou por mapeamento de pontos de desequilibrio de ligacdo em todo
genoma (TAPP et al., 2000; VALLADA et al., 2000).
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Através da técnica de PCR (PCR, do inglés, Polimerase Chain Reaction) € possivel
obter a sensibilidade e especificidade suficientes para a deteccdo de base Unica na
complexidade do genoma humano. A partir da simulagdo “in vitro” do que ocorre “in vivo”
no processo de replicacdo natural do DNA, faz se possivel a amplificacdo de cdpias de DNA,
sendo catalisadas pela enzima termoestavel, DNA Polimerase (Tagq Polimerase) (MULLIS,
1986). O método de PCR se baseia em repetidos ciclos de desnaturacdo, hibridizacdo e
amplificacdo com diferentes ciclagens de temperatura, onde na primeira etapa, ha a separacao
da dupla fita de DNA (dsDNA) a uma temperatura (95°C), em seguida anelamento dos
iniciadores a uma temperatura (50-60°) e finalmente um novo aumento da temperatura (72°C)
para atingir a temperatura ideal da enzima (KUBISTA et al., 2006). Cada uma das fitas de
DNA estendidas serve como molde para a sintese de uma nova fita, isso garante 0 aumento
exponencial do numero de novas fitas. Da mesma forma, uma quantidade de produto de PCR
relativamente pequena (DNA, cDNA ou RNA) podem ser quantificados através de uma
plataforma de instrumentacdo, que contém um termociclador com sistema o&tico para
excitacdo da fluorescéncia dos fluordforos e outro para a recepcdo da emissdo, torna se
possivel 0 acompanhamento da reacdo ao longo dos ciclos, onde as informacGes adquiridas
séo transmitidas para softwares que analisam e calculam os dados finais da reagdo (ESPY,
2006, NOVAIS et al., 2004).

Entre os fluor6foros mais usados estdo o0 SYBR® Green e as sondas TagMan®. O
SYBR ® Green, apesar do seu baixo custo e facilidade no uso, se liga em todo o DNA gerado
durante a reacdo, incluindo os dimeros de iniciadores e outros produtos inespecificos,

podendo superestimar a concentracdo de fragmentos alvos (NOVAIS et al., 2004).

As sondas TagMan® sdo sondas de sequéncia especifica duplamente marcadas com
fluoréforo. No qual, um dos fluoréforos é denominado "quencher” e o outro é o "repdrter”.
Quando o "quencher” e o "repdrter” estdo proximos, a energia do fluoréforo é transferida a
partir de um "doador" (repérter) para um "receptor” (quencher) (WHITCOMBE et al., 1998).
Durante o processo de amplificacdo, o oligonucle6tideo é separado pela agdo da Tag DNA
polimerase, através de sua atividade exonuclease 5’-3’separando assim o "repérter" do
"quencher”, permitindo que a energia do reporter e o sinal fluorescente seja entdo liberado
(Figura 4).

Dessa forma a amplificacdo especifica de DNA ¢ garantida pelo aumento do sinal do

"reporter” gerado como resultado da hidrélise dos oligonucledtideos. Entre os fluoroforos
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"quenchers" mais comuns estdo 0 TAMRA, DABCYL e BHQ, enquanto os "reporteres" séo
FAM, VIC, NED, etc (VALASEK et al., 2005).

A anélise dos resultados gerados pela plataforma de PCR em tempo real permite a
avaliacdo da curva de amplificagdo, cujo processo ¢ dividida em 3 fases: (1) fase “screening”
que ocorre durante os primeiros ciclos, quando os iniciadores se ligam ao DNA alvo; (2) fase
de amplificacdo (fase log) onde a quantidade de produtos de PCR dobra a cada ciclo; (3) fase
platd que ocorre durante os ciclos finais, quando todas as enzimas e iniciadores foram
consumidos e a reacdo se torna saturada, deixando de ser exponencial, ndo havendo mais
aumento no nimero de produtos (WILHELM et al., 2003). A quantificacdo precisa dos acidos
nucléicos pode ser feita através do “Cycle Thresbold” (Ct) gerados durante a fase exponencial
da amplificacdo, em que a quantificacdo € possivel baseada na fluorescéncia, que aumenta na
proporcao direta da quantidade de produto da PCR (DUSSAULT et al.,, 2006; NOVAIS,
2004).
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1.5 ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

O tipo de tratamento escolhido para cada paciente depende da gravidade e da funcéo
do 6rgdo acometido pela doenca. Entre os quimioterapicos utilizados estdo anti-inflamatorios
ndo esterdides, agentes antimalaricos, glicocorticdides e medicamentos imunossupressores,
incluindo ciclofosfamida, azatioprina, metotrexato e micofenolato mofetil (TSOKOS et al.,
2011). Alguns desses tratamentos terapéuticos apresentam uma toxicidade consideravel as
células humanas, como a ciclofosfamida intravenosa, que apesar de ser eficaz no tratamento
de lapus nefritico, apresenta efeitos colaterais graves como a supressdo da medula 6ssea e na
supressdo gonodal (ILLEI et al., 2001).

Como alternativa para 0 uso de quimioterdpicos, outras estratégias tém sido
desenvolvidas, com o intuito de restabelecer a tolerancia em pacientes com LES, utilizando
como alvo diferentes células e componentes do sistema imune. Entre essas estd o bloqueio da
BLyS, citocina envolvida na sobrevivéncia das células B, que resultou em uma modesta
resposta clinica, mas significativa, no primeiro ano de tratamento em pacientes com a doenca
(NAVARRA et al., 2011). Este anticorpo (belimumab) é aprovado pela “Food and Drug
Administration” para utilizagdo no tratamento do LES (ZHANG et al., 2001; GROSS et al.,
2000).

Outro método é o bloqueio de receptores de interleucina-6, interleucina-17 e
interleucina-23 com anticorpos monoclonais, essas interleucinas apresentam mecanismos
importantes na patogénese da nefrite lipica (TSAI et al., 2000; CRISPIN et al., 2008;
ZHANG et al., 2001). Da mesma forma, inibidores de proteinas como: Syk e CaMK4,
também podem ser alvos de novas abordagens terapéuticas, tendo em vista que apresentam
suas expressdes desreguladas em pacientes com LES. Inibidores dessas proteinas suprimiram
a doenca em camudongos propensos ao LES (ICHINOSE et al., 2011; DENG et al., 2010).

Estudos em modelos animais mostraram associa¢do de baixos niveis de vitamina D
(<10 ng/ml) com a presenca de doencas renais (OR= 13.3, p<0.01) e fotossensibilidade (OR=
12.9, p<0.01) em pacientes com LES (KAMEN et al., 2006). Tratamento com essa vitamina
mostrou se associada com o alivio das manifestacdes da doenca, podendo estar ligada a
inibicdo da maturacdo das células dendriticas, da producdo de citocinas e da ativacdo das
células T, tendo em vista o efeito imunomodulatério do receptor de vitamina D, porém sao
necessarios mais estudos para comprovar a eficacia desta terapia em humanos (KAMEN et
al., 2006; THUDI et al., 2008; RUIZ-IRASTORZ 2008; MARQUES et al.,2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

e Auvaliar a associacdo de polimorfismos no gene STK17A com a predisposi¢do ao Lupus

Eritematoso Sistémico em pacientes brasileiros.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e  Selecionar SNPs nas sequéncias do gene STK17A que serdo utilizados como sondas de
hibridizac&o fluorescentes em PCR em tempo real.

e Genotipar os polimorfismos desse gene em pacientes brasileiros com Lupus Eritematoso
Sistémico utilizando a tecnologia de PCR em tempo real para correlacionar com a
susceptibilidade & doenca.

e Realizar analises estatisticas visando associar 0s gendétipos/ hapl6tipos a ocorréncia dos

sinais clinicos do Lupus Eritematoso Sistémico.
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ABSTRACT

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autoimmune disease with various clinical
manifestations. The exact etiology of SLE is unknown, being probably of multifactorial
nature and many different genes contribute to disease susceptibility. We investigated the
possible association between five single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the STK17A
gene, encoding for serine/threonine-protein kinase 17A, which is involved in the repair of
double-stranded breaks in DNA (DSBs), and susceptibility to SLE. A total of 143 SLE
patients and 177 healthy controls from Southern Brazil were studied through Tagman SNP
Genotyping Assays. Significant difference was observed comparing patients and controls after
stratifying for gender between A/A genotype in the SNP rs10259269 (0.7% vs.7.6) conferred
a protection for SLE development in females (OR=0.09, p-value= 0.01). When analyzed the
distribution of the haplotypes, was found association between two haplotypes: TGGTT and
TAGTC (OR=0.54, p-value=0.01 and OR=0.25, p-value=9.04e-08, respectively) in SLE
patients conferred protection to disease development. Interestingly, after stratification for
ethnicity (European-ancestry) and gender (female) the TAGTC haplotype again conferred
protection to SLE (OR= 0.25, p-value= 2.30e-06 and OR= 0.41, p-value=0.01, respectively).
A significant association was observed between GA genotype for the rs7802995 SNP with
susceptibility to the development of cutaneous manifestation in SLE patients (OR= 3.44, p -
value= 0.004.). Finally, after patients were stratified by ethnicity, a manifestation serological
anti ds-DNA showed a significant association in the protection of African descendent
(OR=0.11, p-value=0.009). Although still unknown the functional role of SNPs associated in
the STK17A gene with susceptibility to SLE. We suggest participation of the STK17A gene
in the process repair of double strand breaks in DNA, and that polymorphisms in this gene
can lead susceptibility to SLE, in view of that patients with lupus shows deficiency in this
mechanism. Thus, we conclude that STK17A can be considered as candidate gene in SLE,
since polymorphisms were significantly associated with susceptibility to SLE and clinical
manifestations development.

KEYWORDS: Systemic Lupus Erythematosus; Serine/threonine protein kinase 17A;

STK17A gene; genetic polymorphisms; cutaneous manifestation; Anti ds-DNA.
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INTRODUCTION

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a prototype of autoimmune disease,
characterized by the presence of various clinical and immunological manifestations. About
50% of patients with SLE will develop the more severe symptoms of the disease, such as
nephritis and cerebral vasculitis.! The etiopathology of SLE has not been fully elucidated yet,
but several studies suggest the involvement of genetic, environmental, hormonal and
immunological factors leading to disease onset.? SLE is a multifactorial disease and several
genes may contribute to loss of immunological tolerance and increase of the susceptibility:
genes encoding proteins with regulatory functions or adaptive such as PTPN22,® CTLA-4,*

IRF5,> PDCD-1,° STAT4' have been already described as associated with SLE.

In recent years, several studies using microarrays analysis and gene expression
profiling allowed the uncovering of gene expression patterns in various diseases. These
studies identify genes that are expressed at higher or lower levels in patients compared to
controls, being possible candidates involved in the pathogenesis of diseases.® Using cDNA
microarray technology, Sandrin-Garcia et al (2009)° evaluated the gene expression profile of
4500 genes comparing SLE patients in active and inactive phases of the disease. A total of
156 genes were differentially expressed in patients when compared to controls. Eight genes
shared between active and inactive SLE patients were considered as possibly involved in the
pathogenesis of the disease; one of these, the STK17A (Serine/Threonine kinase 17A) gene,
was repressed in SLE patients during the active disease (Fold Change -154). STK17A gene
(7p13), also known as DRAK1 (DAP protein kinase related apoptosis-inducing kinase 1 of
46,56 kDa) encodes a nuclear autophosphorylated protein, which can is involved in the
processing and repair of double-stranded breaks in DNA (DSBs): STK17A catalytic domains

play a central role in signal transduction induced DSBs, generated subsequently to DNA
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damage caused by endogenous and/or environmental agents.**** An accumulation of breaks
in DNA combined with nuclear proteins may trigger the production of immunogenic antigens,
leading to auto-reactive antibodies production, consequently generating an autoimmune

response in susceptible individuals.***®

Since that cellular mechanisms involved in DSBs such as DNA repair, cell cycle
checkpoint and apoptosis represent the limit for generate mutations and proliferation of
damaged cells. Changes in this gene may indicate that patients with lupus may have an
inadequate response to repair of DSBs and considering the pathogenesis of SLE is not well
established, we believe that this gene may be a possible candidate involved in disease
susceptibility.

Thus, we analyzed five STK17A tag SNPs, localized at regulatory region of the
STK17A gene, in SLE patients and controls from Southern Brazil looking for association with

susceptibility to disease development.

MATERIALS AND METHODS
Patients and Controls

We analyzed genomic DNA samples from 143 patients with aged between 17 and 67
years (mean 39.8 + 11.9) clinically diagnosed with SLE according to the American College of
Rheumatology Classification Criteria (ACR, 1997). Samples were obtained from the Division
of Clinical Immunology of the Hospital of Ribeirdo Preto, Faculty of Medicine of Ribeirdo
Preto (University of Sdo Paulo, Brazil). Clinical and laboratory data regarding SLE patients
are shown in Table 1. Genomic DNAs from177 healthy controls without previous family

history of autoimmune disorders were also obtained. All the controls were blood donors and
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filled a questionnaire not reporting the presence of others autoimmune disorders (namely, type

1 diabetes, autoimmune thyroiditis, celiac disease, etc.).

Patients and controls were stratified according to ethnicity as African or European -
ancestry according to the color skin phenotype and ethnicity data of parents/grandparents
reported by the participants. The issue concerning skin color-based classification criteria
adopted in Brazil is well documented and has been already assessed in previous studies.***
Among143 patients, 113 (79%) were of European-ancestry and 30 (21%) African-ancestry. In
the control group, 131(74%) were of European-ancestry and 46 (26%) African-ancestry.

According to gender, 135 patients (94.4%) were female and 8 (5.6%) were male, and 79

(44.6%) were female and 98 (55.4%) were male in the control group.

Written informed consent was obtained from all individuals and the local Ethics

Committee approved the protocol of this study (#2234/2007).

SNPs selection and STK17A genotyping

SNPBrowser™ Software version 4.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and
National Center of Biotechnology Information (NCBI)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/SNP/) were used to select SNPs for the STK17A gene.
Five Tag SNPs were selected with MAF (minor allele frequency) > 10% in STK17A coding
and intronic regions, in the attempt to cover the entire gene, which is composed of six exons
and five introns (Figure 1). Genomic DNA was extracted from peripheral whole blood using a
salting out procedure.’® Patients and controls were genotyped for the selected SNPs in
STK17A gene by using Tagman fluorogenic probes (SNP genotyping assay rs2330875,

rs7802995, rs7805969, rs10259269 and rs15866 Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
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and ABI7500 Real Time PCR platform (Applied Biosystems) according to manufacturer’s
protocol. Allelic discrimination was performed using the SDS software (v. 2.3) (Applied

Biosystems).

Position bp 43.591.636 43611957 -1-3:61:.-':5]‘2 43,620,734 4-3=63I1:092
Eronl | Exon 2 |Exon3 | : Exon 4 Eson5 | Exon6
STK17A gene 5 I I :I I I]. 3
chromosome 7 l l l \ l
sk
2330873 rs7802935 r5?805969*r510259269 rs15866
[AT] [ac]  [aq] [AT] [c'T]
dbSNP ID Position Type de mutation — — s

#

op) and Alleles — . ’ — —
152330875 | 43.501.636 | Missense [A/T] D=0.86 D'=0.77 D'=0.73 D=0.61

37802005 | 43611957 | Synonymous [A/G] <
57805969 | 43.617.572 | Synonymous [A/G] D'=0.76
rs10259269 | 43.620.734 Missense [A/T]

15866 43,631,002 | Synonymous [C/T]

Data Analysis

Genotype Transposer (Cox DG, Canzian F. Genotype transposer: automated genotype
manipulation for linkage disequilibrium analysis. Bioinformatics. 2001 Aug; 17(8):738-9)
was used to calculate allelic and genotypic SNPs frequencies and verify the Hardy-Weinberg
equilibrium for all SNPs in the populations studied. Fisher's exact test was used to test
associations between SNPs allelic and genotype frequencies with clinical/laboratory
manifestations, beyond of patients/control comparison for disease susceptibility. The odds
ratio (ORs) and 95% confidence intervals (95% CI) were evaluated using the R 2.10.0
(http://www.r-project.org/) software. SNPstat (http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats) was
employed to determine haplotypes (D' = 0.66 - 0.99), evaluate linkage disequilibrium pattern
(LD) and to normalization of the frequencies correlating gender and ethnicity. The p-value <
0.05 was considered statistically significant. To adjust the p- values for multiple testing, was

applied a Bonferroni correction. Genotype associations with clinical and laboratory features
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were analyzed using the Epilnfo version 3.5.1 software

(http://www.cdc.gov/epiinfo/about.htm).

RESULTS

We analyzed five STK17A gene SNPs in 143 SLE patients and 177 controls. SNPs
allelic and genotype frequencies, summarized in table 2, were in Hardy-Weinberg equilibrium
for all groups. No significant difference was found for the SNPs analyzed and demographic
population.

When SLE patients and controls were stratified according to gender, we observed
associations of SNP rs10259269 between the females (Table 4). The A/A genotype
(rs10259269) was significantly less frequent in SLE female patients (0.7%) than female
controls (7.6%) providing protection against SLE (OR= 0.09, CI 95%= 0.002- 0.75, p-value=
0.01). No significant differences in genotype and allele frequencies were observed for others
tested SNPs, also no was found significantly association for male sex. The SNPs frequencies
no were depending of the ethnicity (Table 3).

Statistically significant differences were found for haplotype distribution (Table 5) (D'
= 0.66 - 0.99) (rs2330875, rs7802995, rs7805969, rs10259269 and rs15866, respectively)
TGGTT and TAGTC haplotypes were less frequent in SLE patients (14.67%, 8.42%) than
controls (16.09%, 20.41%), respectively, suggesting a role in the protection of SLE
development (OR = 0.54, 1C=0.32- 0.90, p-value=0.01 and OR = 0.25, 1C=0.14- 0.43, p-
value=9.04e-08, respectively). Interestingly, after stratification for ethnic group and gender,
the TAGTC haplotype was significantly associated to SLE female patients and European-
ancestry patients suggested again a protection against the disease development (OR= 0.41,

IC=0.19-0.86, p-value=0.01 and OR= 0.25, IC= 0.13- 0.47, p-value= 2.30e-06, respectively).
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The TAGTC haplotype showed lower frequency in female patients and European-derived
SLE patients (8.49% and 9.17%) when compared to controls (13.18%, 21.28%), respectively.
No difference significant was observed for haplotypes distribution and male cohort and
African-ancestry.

No significant differences were found when comparing European-ancestry (patients
and controls) or African-ancestry (patients and controls) with the gender, similarly was not
observed difference when comparable between male and female adjusted by ethnicity. These
results suggest SNPs frequencies were not depending on the gender and ethnicity.

We also analyzed the association between STK17A gene SNPs and clinical/
serological manifestations presented by patients (Table 6). A significant association was
observed for rs7802995 SNP with the development of the cutaneous manifestation in SLE
patients. The A/G (rs7802995) genotype was associated with increased susceptibility (OR =
3.44, Cl= 1.37- 9.54, p-value = 0.004). Finally, was observed association of ethnicity with
protection of the development of serological manifestations as: Anti DNA (OR=0.11,
IC=0.003- 0.74, p-value=0.009) in African-derived patients (Table 7). The clinical

manifestations no were dependent from gender (data not shown).

DISCUSSION

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a multifactorial autoimmune disease
characterized by various different clinical manifestations and etiology unknown. In recent
study, Sandrin-Garcia et al (2009)° analyzed gene expression profile of SLE patients and
identified STK17A gene as a possible candidate for susceptibility to disease development.
This gene encodes a protein is involved directly in the process of double-stranded breaks

DNA repair (DSBs). Some studies have reported the association of functional polymorphisms
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in genes that act in this process with the pathogenesis of SLE, beyond the distribution of these
markers in different populations, being of great importance for the understanding of the
background these factors in susceptibility / protection, manifestation, prognosis or treatment

of disease.!”

To our knowledge, this is the first study to evaluate STK17A gene polymorphisms in

SLE patients.

Our results showed an association of the A/A genotype for the SNP rs10259269 after
stratification according to gender conferred a protection factor (OR= 0.09) for SLE
development in females. It was not observed association in male patients. While the genetic
contribution of sexual dimorphism in SLE has not been fully explored. Recently Hughes et al
(2011)** reported sex-specific genetic differences in SLE and found association in some
locus: gene KIAA1542 (rs4963128) only in female sex, while in the HLA locus (rs3131379
and rs1270942) and in IRF5 (rs2070197) was significantly higher in men than in women.
These authors also suggested that the sexual disparities in SLE, either for the fact that the
women inherit a smaller number of risk variants for determining susceptibility/ protection of
disease than men, given that other factors such as X chromosome and hormonal differences
also act favoring frequency of 4-13 women affected for every man affected %. Thus, our data
suggests the involvement AA genotype for the SNP (rs10259269) STK17A gene in the
protection of women against disease development and no statistically significant correlation in

male.

We observed the association of haplotypes TGGTT and TAGTC, formed of the
polymorphisms (rs2330875, rs7802995, rs7805969, rs10259269 and rs15866, respectively) in
the gene STK17A with protection against the development of SLE (OR = 0.54 and OR =

0.25, respectively). Interestingly, after stratification for sex and ethnicity, the TAGTC
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haplotype again conferred protection to the European-ancestry (OR= 0.25) and female (OR =

0.41) against SLE.

The mechanism by which the haplotypes of the STK17A gene predispose or protect
against SLE is still unclear. Possibly relates to the cumulative effect of the mutated alleles®®
and the position of tagSNPs in regulatory regions of the STK17A gene, and that in association
of the genetics background of some factors as the ethnicity or sex resulting in protective effect
against to SLE. Considering that association was not found between alleles and genotypes for
SNPs analyzed in SLE patients and after stratification by ethnicity. As is known that SLE is
2-3 times more frequent in African ancestry than European ancestry.”* We suggest the
Involvement of TAGTC haplotype in European-ancestry protection against SLE, being also
seen the protective effect in females and in SLE patients. However, in this last the haplotype
TGGTT was also associated with protection. Others functional studies are needed to evaluate
the effect these associated haplotypes and of the polymorphisms in the STK17A gene

expression.

Few studies have evaluated the association between DNA repair genes polymorphisms
and susceptibility to SLE. BASSI et al (2008)*" observed an association between: XRCC1
gene (Arg399GIn) and the presence of anti-dsDNA antibody, XRCC3 gene (Thr241Met) and
antibody antiphospholipid (APS) and two polymorphic sites with neuropsychiatric
manifestations. The authors also showed decrease in the efficiency of DNA repair in SLE
patients after irradiation and concluded that SLE patients have a lower efficiency to repair
DNA damage and DNA repair genes polymorphisms may predispose to the development of
determined clinical features. LIN et al (2009)* reported an association between
XRCC1Arg399GIn (rs25487) functional polymorphism and susceptibility to SLE

development. The authors also observed an association between SLE patients with
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heterozygous genotype (XRCC1 Arg/Gln) and photosensitivity, malar rash, hematological
disorders, arthritis and antinuclear antibodies. Recently, WARCHOL et al (2012)*° again
confirmed that the polymorphism XRCC1 (Arg399GIn) may increase the risk of developing
SLE and also observed an association with clinical manifestations such as malar rash and

photosensitivity.

In this study, we also observed association between STK17A gene SNPs and SLE
clinical manifestations. The SNP (rs7802995) was associated with the development of the
cutaneous manifestation: the A/G (rs7802995) genotypes conferred increase susceptibility
(OR = 3.44). Interestingly, SLE patients have sensitivity to UV component of UV light in
function of: DNA breaks that will stimulate the production of antibody anti-DNA, stimulate
lymphocytes to produce antibodies and no removal of immune complexes from blood
circulation, which may be deposited in the tissues causing inflammation. BEZERRA et al
(2005)*° and SAUMA et al (2004)% observed a high incidence of cutaneous manifestations in
SLE patients (90.2% and 93.3%, respectively) in Brazil tropical regions, suggesting that the
cutaneous manifestations may be closely related to UV light exposure. Thus, we may explain
the association of (rs7802995) SNPs with the cutaneous manifestations observed in patients in

this study.

When was observed the association of ethnicity with clinical and serological
manifestations. African- ancestry patients showed a significant association with protection
(OR =0.11) against the development of serological manifestation anti ds-DNA. The disease is
usually more severe in African ancestry than European ancestry. ALARCON et al. (2006)%’
and BASTIAN et al. (2007)? observed increased risk for the development of nephritis in SLE
patients with African-ancestry than European ancestry, with a probable cause is the

production of anti-ds DNA which is deposited preferably in the kidney.?® Surprisingly, the
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African ancestry patients conferred protection against development of anti-ds DNA, this data
suggests possible involvement of STK17A gene in response to genetic variation in African
ancestry protecting against the development of hyper-reactive lymphocytes directed against
DNA molecule or increasing the capacity of repair gene STK17A with protective effect

against development of anti ds-DNA antibodies in African patients ancestry.

We suggest the acting of the STK17A gene in repair mechanisms of double strand
breaks of DNA and similarly as in others studies of repair proteins of DSBs, alteration in this
gene was significantly associated to SLE and clinical manifestations. The STK17A gene is
integrant of family of DAP-kinases,® and encodes a nuclear protein which presents an N-
terminal catalytic domain and a C-terminal regulatory domain.'® The underexpression this
protein has been association with various types of cancers.®*3* In addition to its correlation
with the regulation of nuclear processes and the reply to the damage of the DNA: positive
regulation of apoptotic process,™ intracellular protein kinase cascade,'® regulation of reactive
oxygen species metabolic process.*®> SANJO et al. (1998)*° by in vitro assay, through
mutations induced in catalytic domain of the gene STK17A, at one conserved point
responsible for phosphotransferase reaction, resulting in loss of kinase activity. These authors,
has suggested that the STK17A can be activated in reply to the external stimuli as radiation
UV and certain drugs, in view of that these factors also activate others DAP kinases as
CaMKII, which has structural homology in catalytic domain with the STK17A.% The activity
of serine / threonine kinase has been requested by the DNA PKs (DNA dependent protein

kinase catalytic subunit) for DNA repair double strand breaks,*’

in which this process is
essential for the stability of the genomic DNA and in the development of lymphocytes
through the antigen receptor gene rearrangement and therefore not specific polyclonal

activation of B lymphocytes,® both mechanisms participate in the pathogenesis of lupus by
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the formation of autoantibodies against molecules as DNA. Therefore, we suggests the
STK17A gene can be linked to the repair of DSBs that through of autophosphorylation
capacity inducing a conformational change and facilitating access for processing enzymes for
DNA double strand break and that the presence of polymorphisms in this gene may alter the
repair of DSBs. However, other studies of replica are needed to assess the functional effect of
these SNPs in the expression and / or activity of protein confirming its role in susceptibility /

protection to the disease.

Despite not knowing the exact role of the TagSNPs SNPs associated in this study,
being them just markers of haploblocks, we believe that genetic defects in STK17A gene
could be responsible for inefficiency in the repair of double-stranded breaks DNA in SLE
patients, which can lead to accumulation of DNA breaks and induce the formation of

autoantibodies which will trigger the disease manifestation.

CONCLUSION

This is the first study describing an association between STK17A gene SNPs and SLE
susceptibility: our results evidence that polymorphisms in this gene are associated with
susceptibility/protection factor for the disease development. Moreover, the data observed are
in agreement with the results of microarray analysis, which indicated STK17A as candidate
gene to be involved in the SLE pathogenesis. Additional studies are needed to confirm the

involvement of the gene in SLE susceptibility.
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Table 1. Clinical and demographical characteristics of the 143 studied Brazilian SLE patients.

Demografic and Clinical\ laboratories characteristics SLE Patients
n (%)

Sex

Male 8 (5.6%)

Female 135 (94.4%)

Etnhic Group
European derived
African derived

Clinical\Laboratories Characteristics

Photosensitivity

113 (79%)
30 (21%)

42 (29.4%)

Serositis 36 (25.2%)
Anrthritis 61 (42.6%)
Cutaneous alterations 84 (58.7%)
Neuropsychiatric disorder 29 (20.3%)
Nephritic disorder 80 (55.9%)
Hypertension Arterial Syndrome 47 (32.9%)
Hematological alterations 80 (55.9%)

Immunological alterations
Antinuclear Factor positive (FAN)

87 (60.8%)
115 (80.4%)

Antibody anti DNA (anti ds-DNA) 28 (19.6%)
Antiohospholipid syndrome (APS) 30 (21%)
Sjogren syndrome 4 (2.8%)
Raynaud phenomenon 7 (4.9%)
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Table 2. Allele and genotype frequencies of STK17A associated SNPs in SLE patients and healthy controls before

and after stratification.

FEMEAS
rs10259269 Patients Controls OR, CI and p-values
n=135 (%) n=79 (%)
Alelles
T 231 (85.6) 123 (77.8) OR=1
A 39 (14.4) 35 (22.2) OR=0.59,CI =0.34-1.02,p= 0.05
Genotypes
TIT 97 (71.9) 50 (63.3) OR=1
T/IA 37 (27.4) 23 (29.1) OR =0.83, CI=0.43- 1.63, p-value = 0.63

AIA 1(0.7)

6 (7.6) OR =0.09, CI=0.002- 0.75, p-value = 0.01
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Table 3. Associated haplotypes of STK17A (rs2330875-rs7802995-rs7805969-rs10259269-
15866) SNPs in SLE patients and healthy controls before and after stratification for ethnic group

and sex
Haplotypes Patients Controls OR, Cl and p-value
n (%) n (%)
TAATC 124 (43.32) 91 (25.77)  OR=1
Total TGGTT 42 (14.67) 57 (16.09) OR=0.54, 1C=0.32- 0.90, p-value=0.01
TAGTC 24 (8.42) 72 (20.41) OR=0.25, 1C=0.14- 0.43, p-value=9.04e-08
AAGAT 31(10.75) 43 (12.24) OR=0.53, 1C=0.3- 0.93, p-value=0.02
TAATC 116 (42.90) 43 (27.44) OR=1
Female TGGTT 40 (14.75) 19(12.36) OR=0.78, Cl=0.39-1.59, p-value=0.50
AAGAT 26 (9.80) 20 (12.87) OR-= 0.48, IC= 0.23- 1.01; p-value=0.04
TAGTC 23 (8.49) 21 (13.18) OR= 0.41, IC=0.19- 0.86; p-value=0.01
TAATC 97 (42.92) 65 (24.94) OR=1
European- TGGTT 37 (16.36) 44 (16.99) OR=0.56, IC= 0.32- 1.00, p-value= 0.04
derived TAGTC 21 (9.17) 56 (21.28) OR=0.25, IC=0.13- 0.47, p-value= 2.30e-06
AAGAT 19 (8.55) 28 (10.84) OR= 0.46,.1C= 0.22- 0.93, p-value= 0.02
African- TAATC 26 (42.75) 27 (28.99) OR=1
derived TAGTC 4 (7.20) 16( 7.24) OR=0.26, IC= 0.06- 0.97; p-value = 0.03

OR = odds ratio. Cl = 95% confidence interval. *statistically significant p value
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Table 4. SLE patients clinical manifestation (%) accordingly to STK17A gene SNPs associated genotype

STK17A SNPs
Clinical \ Laboratories rs7802995 rs7805969 rs15866
Characteristics n (%) n (%) n (%)
Genotypes AA AG GG GG AG AA cC CT TT
Photosensitivity 28(275) 13(34.2) 1(33.3) 14 (35) 21 (26.2) 7(30.4) 15(34.9) 20 (26.7) 7 (28)
Serositis 24(235) 11(289) 1(333) 14(35)  17(21.3) 5(21.7) 11(256)  15(20) 10 (40)
Arthritis 48 (47.1) 12(31.6) 1(33.3) 13(325) 39(48.8) 9(39.1) 20 (46.5) 36 (48) 5 (20)
Cutaneous alterations 53 (52) 30 (78.9)Y 1(33.3) 29(725)  45(56.3) 10 (435) 19(442) 49(65.3) 16(64)
Neuropsychiatric disorder 25 (24.5) 4 (10.5) 0 (0) 9 (22.5) 14 (17.5) 6 (26.1) 10 (23.3) 15 (20) 4 (16)
Nepbhritic disorder 56 (54.9) 23(60.5) 1(333) 27(67.5) 41(51.3) 12(52.2) 23(535) 40(53.3) 17(68)
Hypertension Arterial Syndrome 29 (28.4) 17 (44.7) 1(33.3) 16 (40) 26 (32.5) 5(21.7) 12 (27.9) 25 (33.3) 10 (40)
Hematological alterations 58 (56.9) 20 (52.6) 2 (66.7) 24 (60) 44 (55) 12 (52.2) 25 (58.1) 42 (56) 13 (52)
Immunological alterations 61 (59.8) 24 (63.2) 2 (66.7) 28 (70) 44 (55) 15 (65.2) 24 (55.8) 46 (61.3) 17 (68)
Antinuclear Factor positive (FAN) 80 (78.4)  33(86.8) 2 (66.7) 34 (85) 61 (76.3) 20 (87) 37 (86) 57 (76) 21(84)
Antibody anti DNA (anti ds-DNA) 22 (21.6)  5(13.2) 1(333) 7(175) 14(17.5) 7(304) 12(279) 13(173) 3(12)
Antiohospholipid syndrome (APS) 22 (21.6) 8 (21.1) 0(0) 9 (22.5) 16 (20) 5(21.7) 8(186) 16(21.3)  6(24)
Sjogren syndrome 0 (0) 2 (5.3) 2(2) 1(2.5) 3(3.8) 0 (0) 0 (0) 34 1(4)
Raynaud phenomenon 5(4.9) 2(5.3) 0 (0) 3(7.5) 2 (2.5) 2(8.7) 1(2.3) 5 (6.7) 14)

# OR=3.44. Cl=1.37-9.54. p-value = 0.004.
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Ethnic group Sex

Clinical\Laboratories Characteristics European  African Female Male

n=113 (%) n=30 (%) n=135 n=8
Photosensitivity 38 (33.6) 4 (13.3) 41 (30,4) 1(12,5)
Serositis 32 (28.3) 4 (13.3) 33(24,4) 3(37,5)
Arthritis 51(45.1)  10(33.3) 57 (42,2) 4 (50)
Cutaneous alterations 71 (62.8) 13(43.3) 78 (57,8) 6 (75)
Neuropsychiatric disorder 25 (22.1) 4(13.3) 28 (20,7) 1(12,5)
Nephritic disorder 62 (54.9) 18 (60) 75 (55,6) 5(62,5)
Hypertension Arterial Syndrome 37 (32.7) 10 (33.3) 44 (32,6) 3(37,5)
Hematological alterations 69 (61.1) 11 (36.7) 74 (54,8) 6 (75)
Immunological alterations 68 (60.2) 19 (63.3) 83 (61,5) 4 (50)
Antinuclear Factor positive (FAN) 95 (84.1) 20 (66.7) 110(81,5) 5(62,5)
Antibody anti DNA (anti ds-DNA) 27 (23.9) 1(3.3)" 28 (20,7) 0 (0)
Antiohospholipid syndrome (APS) 21 (18.6) 9 (30) 30 (22,2) 0(0)
Sjogren syndrome 4 (3.5) 0(0) 4(3) 0(0)
Raynaud phenomenon 6 (5.3) 1(3.3) 6 (4,4) 1(12,5)

*OR=0.11, 1C=0.003- 0.74, p-value=0.009.
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