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Resumo

O Luapus eritematoso sistémico (LES) é uma doenga autoimune sistémica e cronica,
com uma patogénese envolvendo mudltiplos fatores. As citocinas tém um papel
crucial no desenvolvimento e progressao do LES. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar a associacéo dos polimorfismos dos genes das interleucinas proinflamatorias
IL2, IL12B, IL17A, IL17F, IL23R e TNFa com o desenvolvimento do LES, atividade
da doenca e manifestacbes clinicas apresentadas. Foram selecionadas 122
mulheres com Lupus atendidas no Hospital das Clinicas-UFPE. Os polimorfismos
TNFa (-308 G/A), IL17A -197(G/A), IL17F (7488 A/G), IL23R (2199 A/C) e IL12B
(UTR +1188 A/C) foram identificados por PCR-RFLP e a genotipagem do
polimorfismo 3'UTR +1188 (A/C) IL2 foi por ARMS-PCR. Nossos resultados
mostram que os polimorfismos dos genes TNFa (p=0,0012), IL17F (p=0,0005), IL2
(p=0,0011), IL12 (p=<0,0001) e IL23R (p=<0,0001) estdo associados a
suscetibilidade ao LES. Nenhum dos polimorfismos mostrou associagdo com o nivel
de atividade da doenca. Na analise de associacdo entre os polimorfismos e o
desenvolvimento de caracteristicas clinicas, o alelo A do TNFa mostrou associagéo
com o desenvolvimento de Serosite (p=0,0228). Além disso, observou-se que
polimorfismo do gene IL12B mostrou associacdo com Fator Anti-nuclear (FAN)
(p=<0,0001). Desta forma, concluimos que, na populacdo estudada, polimorfismos
em genes de citocinas préinflamatorias e seus receptores podem ser fatores de risco
para o desenvolvimento do LES, mas ndo se associam com a atividade da doenca, e
que os polimorfismos nos genes TNFa e IL12B podem influenciar no
desenvolvimento de caracteristicas clinicas da doenca.

Palavras-chave: Familia IL17; Familia IL12; Fator de Necrose Tumoral Alfa;
Interleucina 2; Lupus eritematoso Sistémico.
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Abstract

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a chronic systemic autoimmune disease
with a complex pathogenesis involving multiple factors. Cytokines may play a crucial
role in SLE development and progression. The aim of this study was to evaluate the
role of polymorphisms on genes of proinflamatory interleukins IL2, 1L12, IL17A,
IL17F, IL23R and TNFa with the development of SLE, disease activity and clinical
manifestations. Were selected 122 women SLE positives treated at the Hospital das
Clinicas-UFPE. The polymorphisms TNFoa -308(G/A), IL17A -197(G/A), IL17F
7488(A/G), IL23R 2199(A/C), IL12B 3'UTR 1188(A/C) were identified by PCR-RFLP
and the genotyping of IL2 -330 (T/G) was by ARMS-PCR. Our results show that
polymorphisms of genes TNFa (p=0,0012), IL17F (p=0,0005), IL2 (p=0,0011), IL12
(p=<0,0001) and IL23R (p=<0,0001) were associated with the development of SLE.
Neither of polymorphisms showed statistical significance with the Lupus activity. On
analysis of association between polymorphisms and the development of clinical
features of the disease, the A allele of TNFa showed association with the
development of Serositis (p=0,0228). Moreover was observed that the IL12B gene
polymorphism was associated with the presence of ANA (p<0,0001). Thus, we
concluded that in this studied population, polymorphisms in proinflammatory cytokine
genes and their receptors may be a risk factors for the SLE development, have no
association with disease activity and TNFa and IL12B may influence in development
of clinical aspects of the disease.

Key words: IL17 Family; Family IL12; Systemic Lupus Erythematosus; interleukin 2;
Tumor Necrosis Factor Alpha.
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1. Introducao

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenca autoimune sistémica
e cronica, com uma patogénese complexa envolvendo multiplos fatores genéticos
e ambientais. E caracterizada pela producdo de auto-anticorpos, anormalidades
na funcéo do sistema imune-inflamatorio e manifestagées inflamatérias em varios
orgdos. A doenca afeta 0,1% da populacdo mundial e mostra uma predominancia
no sexo feminino. A causa primaria da morbidade e mortalidade é
glomerulonefrite, que se desenvolve em aproximadamente 60% dos pacientes.

Tem-se demonstrado que pacientes com LES apresentam uma maior
producdo de citocinas inflamatérias causando uma desregulacdo imunoldgica,
tendo consequéncias patoldgicas para o paciente, tais como aumento da ativagédo
de células de defesa, aumento da taxa de apoptose e deposicdo de
imunocomplexos em nivel tecidual. Embora a patogénese do LES seja ainda
desconhecida, o aparecimento em gémeos monozigoticos e dizigéticos e a
distribuicdo familiar fornecem evidéncias para o papel dos fatores.

As interleucinas s@o as responsaveis por regular e coordenar a resposta
imune tanto no combate contra agentes nocivos, quanto em reac¢des inflamatérias
naturais do organismo. Assim, uma desregulacdo nestes mediadores
imunologicos pode ser o ponto de partida para o desenvolvimento de varias
doencas imunoldgicas, como exemplo as autoimunes.

Polimorfismos na regido promotora de genes podem alterar seu perfil de
expressao, levando a uma maior ou menor producéo do seu produto génico, além
disso, polimorfismos em regides codificantes podem alterar a sequéncia de

aminoacidos, o que afetaria sua conformacdo tridimensional e,
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consequentemente, sua funcdo. Varias doencas tém sido associadas aos
polimorfismos de base uUnica (SNP), pelo fato de alguns destes polimorfismos
alterarem o comportamento natural de genes chaves nos processos fisiol0gicos.

Desta forma, o presente trabalho ira abordar o papel polimorfismos em
genes de citocinas proinflamatérias como -308(G/A) do gene TNFa (rs1800629),
-330(T/G) do gene IL2 (rs2069762), 3UTR  +1188(A/C) do gene IL12
(rs3212227), -197(G/A) do gene IL17A (rs2275913), +7488(A/G) do gene IL17F
(rs763780) bem como o SNP do receptor da IL23, o +2199(A/C) do gene IL23R
(rs10889677) na susceptibilidade, atividade e caracteristicas clinicas da doenca

Na literatura médica mundial, sdo encontrados varios estudos controversos
que tentam associar estes polimorfismos com a predisposi¢cdo, progressdo e
gravidade do quadro clinico de pacientes com varias doencas autoimunes.
Entretanto, ainda ha uma escassez de pesquisas que avaliem a associacado
destes SNPs com o Lupus, sendo este o primeiro trabalho a avalia-los com esta
doenca no Brasil e especificamente para os polimorfismos -330(T/G) do gene IL2
(rs2069762), -197(G/A) do gene IL17A (rs2275913) e +7488(A/G) do gene IL17F
(rs763780) no ambito mundial.

O estudo da associacdo dos polimorfismos destas interleucinas com a
susceptibilidade, atividade e caracteristicas clinicas da doenca, podera levar, a
uma melhor compreensdo de como tais SNPs podem influenciar nos varios
aspectos do Lupus Eritematoso Sistémico. Os resultados deste estudo
embasardo futuras pesquisas que desenvolvam métodos de diagnosticos mais
precisos e precoces, 0 que poderd levar a antecipacdo de acdes clinicas para
evitar o desencadeamento do LES, bem como indicar possiveis alvos de novas

terapias para a doenca.



2. Revisao da Literatura

2.1 Epidemiologia

Na literatura mundial a prevaléncia e a incidéncia do LES sdo bastante
variaveis na maioria das popula¢cdes estudadas. Embora possa ocorrer em ambos
0S sexos e em qualquer faixa etaria (Freire et al., 2011). O LES € uma doenca
rara, incidindo mais frequentemente em mulheres jovens na faixa etaria de 15 a
40 anos (Reis & Costa, 2010), ou seja, na fase reprodutiva, numa proporcao de
9:1 em relacdo ao sexo masculino com prevaléncia, em estudos norte-
americanos, variando de 14 a 143,7/100.000 habitantes (Ayache & Costa, 2005;
El et al., 2006; Nonato et al., 2010; Feldman et al., 2013).

O LES acomete uma em cada 1.000 pessoas da raca branca e uma em
cada 250 pessoas negras. Embora seja mais prevalente na raca negra, pode
ocorrer em todas as etnias e regides geogréficas (Ayache & Costa, 2005). A
doenca tem um componente genético e agregacdo familiar. Foi encontrada uma
prevaléncia familiar de 5,6%, para um parente de primeiro grau (Alarcon-Segovia
et al., 2005). A concordancia da doenca em gémeos dizigoticos € de 2-5%, e em
gémeos monozigoticos 29-57% (Michel et al., 2001;. Moser et al., 2009) sugerindo
gue apesar de 0os genes serem importantes, eles ndo sdo a Unica causa do
desenvolvimento da doenga. Presume-se que fatores ambientais desempenhem
um papel importante no desenvolvimento da doenca e da expresséao incompleta
em gémeos monozigoticos (Askanase et al., 2012).

No Brasil, ndo ha grandes estudos referentes especificamente aos dados
epidemioldgicos do Lupus, porém, dois estudos realizados no pais mostram

incidéncias distintas em duas diferentes regiées do pais, um foi realizado na
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cidade de Natal-RN e indicava uma estimativa de 8,7 casos por 100.000
habitantes, no ano de 2000. Essa incidéncia tdo alta pode ser devida as
diferencas genéticas ou ambientais, como a maior exposi¢ao solar. Outro estudo
realizado na cidade de Cascavel/PR mostra uma incidéncia de 4,8 casos por
100.00 habitantes (Nakashima et al., 2011).

Em pacientes que sobrevivem por mais de 10 anos, a causa de morte com
frequéncia ndo esta relacionada com a atividade da doenca, e sim com os danos
cronicos causados pela doenca ou por sua terapéutica. Para a descricdo do
prognéstico em LES, os pacientes devem ser avaliados para a atividade da
doenca, danos acumulados, como também para a qualidade de vida (Freire et al.,

2011).

2.2 Manifestacdes Clinicas

Os imunocomplexos existentes no LES formam-se na circulacdo ou in situ,
através da interacdo entre autoanticorpos e antigenos dos proprios pacientes,
sendo estes responsaveis pelas manifestacfes clinicas caracteristicas da
inflamacédo de mdultiplos 6rgédos, tais como nefrite, artrite e vasculite e, portanto,
responsaveis pelo dano a esses 6rgaos (Bave et al., 2003). A perda de tolerancia
aos antigenos nucleares e outros componentes proprios € mencionada como
mecanismo contribuinte para a formag¢do de autoanticorpos e imunocomplexos,
assim como o decréscimo da depuracdo de imunocomplexos e a ativacao
anormal das células B e T (Fine, 2005). A tolerancia imunoldgica pode ser afetada
pela diminuicdo do limiar de ativacdo dos linfécitos, devida a mutacbes em genes

criticos para o processo de tolerancia ou alteracdes em genes da maquinaria



apoptotica, que seriam responsaveis pela ndo delecéo de linfécitos auto-reativos
(Tsukumo & Yasutomo, 2004).

A Academia Americana de Reumatologia (1982) adotou uma lista de onze
critérios utilizados para o diagnostico do Lupus, no qual individuos que
apresentem ao menos quatro destes critérios sdo considerados portadores da

doenca. Em 1997 estes critérios foram revisados por Rochberg (1997)(Tabela 1).

Tabela 1: Critérios utilizados para diagndéstico do Lupus Eritematoso revisado por
Rochberg (1997)

CRITERIO DEFINICAO

Eritema fixo, plano ou elevado sobre as eminéncias malares com tendéncia

Eritema Malar e n .
a poupar a regido nasolabial

Lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas queratéticas aderidas e

Leséo Discoide o . . S e . .
tampdes foliculares, que evolui com cicatriz atrofica e discromia

Eritema cutaneo resultante de reagdo incomum ao sol, por histéria do
Fotosensibilidade paciente ou observacao do médico

i _ Ulceracdo oral ou nasofaringea, habitualmente indolor observada pelo
Ulceras orais médico
Artrite ndo erosiva com acometimento de duas ou mais articulacbes

Artrite periféricas caracterizada por dor a apalpacédo, tumefacdo ou derrame

(a) pleurite — relato convincente de dor pleuritica ou atrito auscultado por
um médico ou evidéncias de derrame pleural; (b) pericardite -

Serosite documentada por ECG ou atrito auscultado pelo médico ou evidéncias de
derrame pericardico

(a) proteinuria persistente superior a 0,5g/dia ou superior a 3+ quando nao
~ se realiza quantificacdo;(b) cilindros celulares — podem ser heméticos, de
Alteracdo Renal :
Hb, granulares, tubulares ou mistos

(@) convulsdo — na auséncia de farmacos implicados ou alteracdes
metabdlicas  conhecidas (ex. uremia, cetoacidose, distarbios
hidroeletroliticos), ou (b) psicose — na auséncia de farmacos implicados ou
alteragfes metabolicas conhecidas (ex. uremia, cetoacidose, disturbios
hidroeletroliticos)

Alteracdes
Neurolégicas

(a) anemia hemolitica com reticulocitose, ou (b) leucopenia - menor que
Alteracdes 4000/mm3 total em 2 ou mais ocasibes, ou (c) linfopenia - menor que
hematoldgicas 1.500/mm3 em 2 ou mais ocasides, ou (d) trombocitopenia - menor que
100.000/mm3 na auséncia de farmacos causadores



(@) presenca de anti-DNA nativo, ou (b) presenca de anti-Sm, ou (c)

B achados positivos de anticorpos antifosfolipides baseados em (1)

Alteraglogs concentracdo sérica anormal de anticardiolipina IgG ou IgM, (2) teste

imunolégicas positivo para anticoagulante IGpico, usando teste-padréo ou (3) VDRL falso
positivo, por pelo menos 6 meses e confirmado por FTA-Abs negativo

titulo anormal do FAN por imunofluorescéncia ou método equivalente em
qualquer momento, na auséncia de farmacos sabidamente associados ao
lGpus induzido por farmacos

Anticorpo Anti-
nuclear (FAN)

Fonte: adaptado de HOCHBERG (1997)

Embora a positividade para o FAN (fator antinuclear) esteja presente em
mais de 95% dos pacientes com a doenca ativa, € um teste com baixa
especificidade. Presenca de FAN em titulos de diluicdo superiores a 1:80 séo
considerados significativos (Dellavance et al., 2009). Nos casos com pesquisa de
FAN negativa, particularmente com lesGes cutaneas fotossensiveis, recomenda-
se a realizacéo da pesquisa de anticorpos anti-Ro/SSA e anti-La/SSB. Anticorpos
anti-DNA nativo e anticorpos anti-Sm sao considerados testes especificos, mas
tém baixa sensibilidade. A presenca de anticorpos tem valor clinico quando
ocorrer em pacientes com manifestacdes compativeis com o diagnostico de LES

(Brasil, 2012).

2.3 A resposta Imune

Todos os individuos saudaveis apresentam sistema imunologico ativo.
Essa capacidade do sistema imune faz com que o corpo produza uma resposta
eficaz contra qualquer antigeno eliminando o elemento “estranho” (Vianna et al.,
2010). Cada vez mais se acumulam evidéncias de que o sistema imunitario é
constituido por uma rede complexa e é articulado por inUmeros componentes

integrados. Podemos citar as células com seus diversos receptores, mediadores



secretados, moléculas expressas, vias bioquimicas acionadas, entre outros
componentes que, em conjunto e em diferentes sitios anatdémicos, dotam o
organismo da capacidade de interagir com os diferentes estimulos antigénicos
(Cruvinel et al., 2008).

Embora a resposta imune seja fundamental para a defesa contra a maioria
de agentes infectantes, nos ultimos anos tém sido acumuladas evidéncias de que,
em muitas doencas infecciosas, 0s principais aspectos patolégicos nao estdo
relacionados com uma acdo direta do agente agressor, mas Sim com uma
resposta imune anormal (Machado et al., 2004).

Os mecanismos de protecéo vistos de uma maneira mais ampla podem ser
classificados em duas grandes categorias (Abbas et al., 2008):

1. Imunidade Natural- também chamada de imunidade inata ou nativa, é a
linha de defesa inicial contra 0s micro-oganismos, consistindo em
mecanismos de defesa celulares e bioquimicos que ja existiam antes do
estabelecimento de uma infeccéo e que estdo programados para responder
rapidamente a infeccbes sendo seus principais componentes: a) barreiras
fisicas e quimicas; b) células fagocitarias e células Natural Killer (NK); c)
sistema complemento; d) citocinas que coordenam varias atividades das
células da imunidade natural,

2. Imunidade Adaptativa ou Adquirida- grupo de respostas imunoldgicas
gue séo estimuladas pela exposi¢cdo a agentes infecciosos cuja magnitude
e capacidade defensiva aumentam com exposi¢cdes posteriores a um
microrganismo em particular, tendo grande especificidade, capacidade de
memoria, expansdo clonal e tolerancia a autoantigenos em que, a perca

desta dltima caracteristica, leva ao desenvolvimento de doencas



autoimunes. Os principais componentes da imunidade adquirida incluem os
linfocitos e seus produtos, sendo estas células ativadas mediante

exposicao a antigenos.

Células T precursoras, provenientes de uma célula-tronco hematopoiética
linfoide, saem da medula 6ssea para alcancar o timo para maturacao. Inicialmente
pensado para ser um resquicio evolutivo com fungcdo desprezivel, o timo é na
verdade um Orgao linféide primario indispensavel para o desenvolvimento de
linfécitos T proporcionando um microambiente adequado com a combinacgao
especifica de células estromais, citocinas e quimiocinas, para gerar células T
funcionais a partir de precursoras de células T (timdcitos). O rearranjo do gene do
receptor de células T(TCR) e a selecdo de timdécitos sdo 0s passos criticos no
desenvolvimento dos linfocitos T maduras capazes de reconhecer uma gama
infinita de antigenos (Luckheeram et al., 2012).

Durante o processo de diferenciacdo, a migracdo de timdcitos através dos
microambientes do timo e o contato com o complexo peptideo-MHC (pMHC) com
distintas células apresentadoras de antigenos (APCs) do timo, incluindo as
células epiteliais timicas corticais (CTECS), células epiteliais timicas (medulares
MTECs), e as células dendriticas (DCs), desempenham um papel crucial na
formacao do repertorio de células T para reconhecimento do antigeno, o processo
de selecao, e a expressédo de moléculas de superficie, tais como CD4 e CD8 (Gill
et al., 2003; Takahama et al., 2006; Klein et al., 2009). O processo de selecdo
pode ser descrito pelo modelo de afinidade, em que os timocitos que expressam
TCR com afinidade insignificante para pMHC morrem e aqueles com afinidade
muito elevada séo destruidas (selecdo negativa). Apenas os timocitos com TCR

de afinidade intermédia para pMHC s&o submetidos a selecdo positiva e
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diferenciacéo nos principais linfocitos T maduros: as CD4+ e CD8+ (Daniels et al.,
2006; Gill et al., 2003; Klein et al., 2009; Takahama et al., 2006).

O passo inicial de diferenciagdo das células naive é a estimulacdo
antigénica, como resultado da interacdo do CD4 e TCR como co-receptores com
o complexo antigeno-MHCII, apresentado por células apresentadoras de
antigenos (APCs). TCR acoplado com o CD3 ativado induz a uma rede de vias de
sinalizacdo a downstream, que eventualmente levam a proliferacdo e
diferenciacdo das células naive em células efetoras especificas. A diferenciacéo
de uma linhagem especifica depende do meio de citocinas do microambiente,
bem como a concentracdo dos antigenos, tipo de APCs e as moléculas de co-

estimulacao (Tao et al, 1997; Ashkar et al., 2000).

2.3.1 Diferenciacédo e funcdo das células Thl

A interleucina 12 (IL12) e Interferon y (IFNy) sdo as citocinas criticas de
iniciacdo da cascata de sinalizacdo a downstream para diferenciacdo de células
Thl (Trinchieri et al., 2003). IL12 é secretada em grandes quantidades por APCs
apos a sua ativacao através de receptores padrdes de reconhecimento (Steinman
et al., 2003; Ilwasaki et al., 2004; Trinchieri & Sher, 2007). A IL12, por sua vez,
induz as células natural killer (NK) a produzir IFNy. Varios fatores de transcrigcéo,
em coordenacao induzem a diferenciacdo completa das células Thl que sao Tbet,
STAT1, STAT4, Runx 3, Eomes e HIx (Luckheeram et al., 2012). O regulador
principal para a diferenciacado da linhagem Th1l, o fator de transcricdo T-box (T-
bet), € necessario ndo so pela sua capacidade de ativar o conjunto de genes que
promove a diferenciacdo de um determinado fenotipo, mas também por ser capaz

de suprimir o desenvolvimento de linhagens celulares opostas (Afkarian et al.,



2002; Lugo-Villarino et al., 2003). T-bet é o principal fator de transcricdo, uma vez
qgue melhora significativamente a producdo de IFNy, e desempenha um papel
importante na supressdao do desenvolvimento de Th2 e Thl7 (Lazarevic et al.,
2011; Lugo-Villarino et al., 2003).

Foi observado que a expressao do T-bet € mais fortemente dependente do
sinal transdutor e ativador de transcricdo 1 (STAT1) do que o STAT4 que é
dependente de IL12 (Afkarin et al., 2002; Lighvani et al., 2001). O STATL1, por sua
vez, é ativado pelo IFNy. T-bet induz ainda mais a producao de IFNy pelas células
em diferenciacdo, amplificando assim a expressdo de T-bet e um aumento da
expressao do receptor IL12RB2. As ultimas células podem entdo ser selecionadas
pela abundante quantidade de IL12 excretada pelas APCs, garantindo assim, a
expansao seletiva das células Thl em diferenciacao (Afkarin et al., 2002). T-bet
reprime o desenvolvimento de células Th2, inibindo o gene crucial 1L4 e
bloqueando a funcéo do principal regulador de Th2 o GATA3 (Djuretic et al., 2007,

Hwang et al., 2005).

Diferenciacéo da Diferenciagdo da
linhagem Th1 nhag

Figura 1. IL12 e IL4 conduzem a diferenciacéo das células T: Diferenciacdo da TH1 por IL12:

(1) ativacdo inicial da TCR induz a um baixo nivel de expressao de IFNG e Thx21; (2) A

sinalizacao através dos receptores de IL12 resulta na indugdo de STAT4 mediada pela expressdo
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de IFNy; (3) A ligacdo do receptor de IFNy por baixa quantidade inicial de IFNy por via
auto/paracrino ativa STAT1, (4) que promove fortemente a expressao do gene Thx21. (5) T-bet,
em seguida, aumenta a capacidade de transcricdo do gene de IFNg (6) que conduz a um aumento
da producao de citocina. (7) Além disso, o T-bet previne a diferenciacdo de Th2, inibindo GATA3.
(8) Por fim, T-bet promove a expressado da cadeia 2 do receptor da IL12, (9) o que resulta em

uma maior capacidade de resposta IL12 (10) e ainda eleva a producéo de IFNy. Diferenciacdo da

Th2 por IL4: (11) a sinalizacéo inicial do TCR induz a baixos niveis de expressao dos genes IL4 e
GATA3. (12) A sinalizag&o do receptor de IL4 promove fortemente a expresséo destes dois genes.
(13) GATAS3 reorganiza a estrutura da cromatina no local de Th2, que abrange os genes IL4, IL5 e
IL13, aumentando a sua capacidade de transcricdo. (14) Aumento da producdo de IL4 aumenta
ainda mais a diferenciagéo de células TH2 em um feedback positivo. Finalmente, GATA3 impede o
programa de diferencia¢do do tipo Thl, inibindo a expresséo da cadeia B2 receptor de IL-12 (14) e
do gene Stat4 (ndo representado). Eventos primarios sdo indicados com setas pretas, eventos
secundarios com setas vermelhas e eventos de ensino superior com setas azuis. Adaptado de
Amsen et al., 2009.

A linhagem Th17 é inibida pela interacdo de T-bet com o promotor do Rorc,
gue codifica RORyt, o principal fator de transcricdo de Th1l7 (Lazarevic et al.,
2011).

A STAT4 induzida por IL12 é outro importante fator de transcricao
envolvido na diferenciacdo de células Thl (Thierfelder et al.,, 1996). O STAT4
induz a producdo de IFNy, criando assim, um circuito de realimentacdo positiva
para mais T-bet e mais expressdo de IL12RB2 (Aune et al.,, 2009). Em fases
posteriores de diferenciacdo, a via IL12/STAT4 aumenta a expresséao de IL-18Ra.
IL12 juntamente com IL18 induz a producdo IFNy independente da ativacédo de
TCR, criando assim, uma via para aumentar a resposta de Thl (Luckeeham et al.,
2012).

Células Thl estdo envolvidas com a eliminagcdo de agentes patogénicos
intracelulares e estédo associados com a autoimunidade de érgéos especificos (del
Prete, 1992). Elas principalmente secretam IFNy, Linfotoxina a (Lfa) e IL2. IFNy é

essencial para a ativacdo dos fagocitos mononucleares, incluindo macréfagos e
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células microgliais, resultando assim, em aumento da atividade fagocitica (Murray
et al., 1985). Acredita-se que IFNy exerca o seu efeito através da ativacao de
genes responsivos a sua ativacao, podendo ser mais de 200 (Boehm et al., 1997).
Lfa € um membro da superfamilia TNF e estda associado com doencas
autoimunes. A deplecdo de Lfa tem mostrado, de forma experimental, inibir o
desenvolvimento de encefalite autoimune (Chiang et al., 2009). IL2 promove a
proliferacdo de células T CD8+ citotdxicas (Kim et al., 2006). Além do seu papel
como fator de crescimento de células T, IL2 também promove o desenvolvimento
de células CD8+ de memoria apos a ativacdo por antigeno participando em uma

acentuada resposta imune secundaria (Williams et al., 2006).

2.3.2 Diferenciacéo e Funcéao das células Th2

As IL4 e IL2 sédo fundamentais para diferenciacdo Th2. O principal fator de
transcricdo envolvido na diferenciacdo da linhagem Th2 inclui o STAT6 (induzido
por IL4), que aumenta a expressdo do GATA3 (proteina ligadora GATA) (Kaplan
et al., 1996; Glimcher & Murphy, 2000; Zhu et al.,, 2001). Trés mecanismos
distintos da funcdo de GATA3 na diferenciacdo de Th2 tém sido postulados,
incluindo o aumento da producédo de citocina pelas Th2, proliferacdo seletiva de
células Th2 através do recrutamento de Gfi-1, e a inibicdo da diferenciacdo de
Thl, presumivelmente através da interagdo com T-bet (Zhu et al., 2006). Além
disso, GATA3 suprime a diferenciacdo de Thl por supressdo da expressao
STAT4 (Usui et al., 2003). In vivo, GATA3 é indispensavel para uma resposta
Th2. Nos ratos deficientes em GATA3, a diferenciagdo de células naive foi

desviada para a linhagem Thl (Zhu et al., 2004). A auséncia de GATA3 leva a
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interrupcdo da diferenciacdo Th2 (Pai et al., 2004; Zhu et al., 2004; Zhu et al.,
2006).

Apesar de IL4 e de IL2 serem necessarias para o desenvolvimento de
células Th2 in vitro, ha evidéncias de diferenciagdo in vivo de Th2
independentemente de IL4. Porém, enquanto GATA3 € indispensavel para
diferenciacdo de células Th2 in vivo, pode-se sugerir que existe uma via de
ativacdo de GATA3 independente de IL4 (Boehm et al., 1997; Halonen et al.,
2001). Além disso, a diferenciacdo das células Th2 envolve varios outros fatores
de transcricdo ativados a downstream de varias citocinas, incluindo IL2, IL6, e
IL21 (Luckeeham et al., 2012).

A IL6, abundantemente produzida por APCs, bem como por células néo
imunes, desempenha um papel duplo na diferenciacdo da linhagem Th2. Ela
promove a diferenciacdo de Th2, enquanto que simultaneamente inibe a linhagem
Thl. A via de sinalizacdo downstream de IL6 a favor da diferenciacdo Th2 é
dependente de IL4. IL6 aumenta a producdo de IL4 nas células naive CD4+
através da inducdo do Fator Nuclear de Células T Ativadas (NFAT) (Diehl & M.
Rinc’on, 2002). A inibicdo do desenvolvimento de Thl ocorre através do aumento
da expressdo, induzida pela IL6, do supressor de sinalizacdo de citocina-1
(SOCS-1), o que interfere com a ativacado de STAT1 e consequentemente na via
de sinalizacao de IFNy (Diehl et al., 2000).

As células Th2 sdo responsaveis pela resposta imune aos parasitas
extracelulares, incluindo os helmintos, e desempenham um papel importante na
inducdo e persisténcia da asma bem como de outras doencas alérgicas (del
Prete, 1992; Sokol et al., 2009). As principais citocinas efetoras compreendem

IL4, IL5, IL9, IL13, IL10 e IL25 na qual a IL4 é uma das principais citocinas
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envolvidas na resposta alérgica. Ela esta envolvida na producdo e secrecédo de
IgE pelas células B. A IL4 também aumenta a producdo do receptor de baixa
afinidade de IgE (FceRI) em linfocitos B e fagocitos mononucleares, e também do
receptor de alta afinidade de IgE (FceRIl) em mastocitos e basofilos com
subsequente desgranulacao das células e liberacédo de varios metabdlitos ativos,

incluindo histamina e serotonina (Steinke & Borish, 2001).

2.3.3 Diferenciacédo e Funcéo das células Th17

Varios grupos mostraram de forma convincente que o TGF-B e IL6,
citocinas com efeitos opostos, tem efeito sinérgico para induzir receptor nuclear
orfdo RORyt, que coordena a expressado de IL17A e IL17F em células T naive
(Veldhoen et al., 2006; Bettelli et al., 2006; Mangan et al.,, 2006). TGF-B &
produzido em vérias linhagens de leucdcitos e células estromais, uma importante
fonte autdcrina ou paracrina de TGF- para a diferenciacéo in vivo Th17 (Bettelli
et al., 2006; Veldhoen et al., 2006 b; Gutcher et al., 2011). Assim, TGF-B derivado
de Treg permite a diferenciacédo de células Th17 quando as células T virgens séo
co-cultivadas com DCs. Células Thl7 também podem expressar grandes
quantidades de TGF-, e essa citocina pode atuar de uma forma autécrina para
manter as células Th17 in vivo (Gutcher et al., 2011). Além disso, o TNF e IL1J
aumentam a diferenciagéo das células Th17 mediada por TGF-$ e IL6 (Veldhoen
et al., 2006 [a]).

A diferenciacao das células T para o subconjunto TH17 é induzida quando
iniciacdo ocorre na presenca de TGF-3 e certas citocinas inflamatorias, tais como
IL-1B, IL6 ou IL2. Curiosamente, tem sido proposta que a diferenciacdo de células

naive para este subconjunto pro-inflamatorio ocorra de uma forma reciproca com
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o desenvolvimento de células T reguladoras (Treg) e a presenca de um sinal
inflamatorio supbe-se que seja o fator que determina se células pro-inflamatérias
ou células supressoras sao geradas (Yang et al., 2008).

No entanto, as vias de sinalizacdo de TGFB também desempenham papel
significativo no desenvolvimento de células T-regulatorias induzidas (iTreg), um
subconjunto de células T CD4. Th1l7 e iTreg sdo antagonicamente relacionados.
TGFB sozinho, em concentracdo elevada, pode desviar a diferenciacdo da
linhagem para o desenvolvimento iTreg, através da inducdo de FOXP3 (Chen et
al., 2008; Zhou et al., 2008). No entanto, em baixa concentracdo e na presenca de
IL-6, TGF-B induz a diferenciacdo de células Thl7, a producéo de IL21 e regula
positivamente a expressao de IL23R (Miossec et al.,, 2009; Wei et al., 2009;
Esplugues et al., 2011). Uma vez que a sinalizacdo TGF-3, ao contrario de IL6,
IL21 e IL23, ndo ativa STAT3, o seu papel parece envolver acentuacdo da
ativacdo de STAT3. TGF-B inibe a expressdo do supressor de sinalizacdo de
citocina 3 (SOCS3) induzida por IL6/IL21, que regula negativamente a vias de
sinalizacdo STAT3 (Qin et al., 2009).

O STAT3, ativado a downstream de IL6, IL21 e IL23, desempenha um
papel importante no processo de diferenciacdo induzindo a expressdao RORyt. A
deficiéncia de STAT3 foi associada com o aumento da expressao de T-bet e
FOXP3, que estdo envolvidos no desenvolvimento de linhagens de células
opostas (Yang et al., 2007). O RORa, outro membro da familia do ROR, também
participa na via de diferenciagdo da linhagem. Juntos RORa e RORyt
sinergicamente aumentam a diferenciagdo Thl7, e sua auséncia aborta

completamente o desenvolvimento de células Th17 (Yang et al., 2008) (Figura 2).
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Figura 2: Mecanismos de diferenciacdo de células Th17. TGF-B € essencial para a geracao de
Thl7 através da inducdo de FoxP3 e RORC. No entanto, na auséncia de inflamacgao, FoxP3
reprime RORC e promove iTregs. A sinalizac&@o através de citocinas inflamatorias, tais como IL6,
IL21 e IL23 resulta em fosforilagdo da STAT3, alivia RORC da supressao de FoxP3, e inicia a
programacéo Thl7. STAT3 em combinagcdo com fator de regulacdo 4 de IFN (IRF4) induz a
expressdo mais RORC. Fatores de transcricdo STAT3, RORC, e Runxl ligam as regides
promotoras da IL17, IL21, IL22 e genes CCL20 e induzir IL17, IL21, I-22 e CCL20. A programacao
de Th17 pode ser antagonizada por citocinas, tais como IFNy, IL2 e IL-27. IL2 e IL27 com ativacao
mediada por STAT5 e STAT1 inibem STAT3, enquanto T-bet induzida por IFNy pode bloquear
RORC. Adaptado de Maddur et al., 2012.

As células Thl7 s&o responsaveis por montar resposta imune contra
bactérias extracelulares e fungos. Elas também estdo envolvidas na geracéao de
doencas autoimunes (lvanov et al., 2006; Weaver et al., 2006). As principais
citocinas efetoras incluem IL17A, IL17F, IL21 e IL22. A sinalizagdo da IL17A e
IL17F ocorre através de um receptor comum, IL17RA, sugerindo, assim, funcdes
semelhantes (Gaffen et al., 2009). Uma vez que o receptor IL17RA é expresso em
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varios tecidos, tais como tecido hematopoiético, pele, pulmé&o, intestino e
articulacbes, o efeito de IL17 se estende para além da resposta inflamatoria
mediada pelas células T. A IL17 acarreta a inducéo de citocinas pré-inflamatérias,
incluindo a IL6, IL1, TNFa, e também as quimiocinas proé-inflamatérias que
asseguram a quimiotaxia de células inflamatérias para os locais de inflamacgéo
(Moseley et al., 2003; Weaver et al., 2006). A IL21, além de ser uma citocina de
amplificacdo para o desenvolvimento Th17, tem funcdes pleiotrdpicas que inclui a
ativagdo de células T, induzindo as células B a se diferenciarem em plasmécitos e
células de memoria, e ativar células NK (Leonard & Spolski, 2005; Korn et al.,

2007).

2.4 O Papel das Interleucinas na Imunologia do Lupus

As doengas autoimunes séo sindromes clinicas distintas caracterizadas por
varias alteracdes na resposta imune normal, com perda da tolerdncia para
constituintes do proprio hospedeiro. Sao divididas em sistémicas e 6érgao
especificas. Dentre as doencas autoimunes inflamatérias sistémicas estédo
incluidas a artrite reumatoide, o LES, a dermatomiosite, a polimiosite, a esclerose
sistémica, as vasculites e a sindrome de Sjogren (Viggiano et al., 2008). O LES é
caracterizado pela hiperativacdo de células B e elevada producdo de anticorpos
IgG, o0 que resulta em deposicao de imunocomplexos nos tecidos e subsequente
destruicdo do tecido conjuntivo e de multiplos 6rgaos (Miceli et al., 2005).

O envolvimento genético no LES é provavelmente complexo e envolve os
multiplos genes que codificam moléculas diferentes com fungdes significativas no
regulamento do sistema imunitario (Prokunina & Alarcon-Riquelme, 2004). A

apoptose é uma importante fonte de auto-antigenos no Lupus (Walport, 2000) e,
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consistente com esta ideia, estudos mostraram que a imunizagcdo de animais com
restos celulares em grandes quantidades além da inducdo na deficiéncia de
depuracdo de restos celulares apoptoticos, levaram ao comportamento
imunologico semelhante ao do Lupus (Mevorach et al. 1998; Cohen et al. 2002).
Na Figura 3 esta ilustrada a formacédo de autoanticorpos a partir de moléculas
geradas do processo apoptotico e posterior ativacdo da resposta inflamatoria
através do sistema complemento.

Entre os fatores genéticos que se acredita influenciar na susceptibilidade
ao LES, alelos do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) mostram
associacfes mais significativas, contudo, varios estudos mostram que genes nao
fazem parte do loci Antigeno Leucocitdrio Humano (HLA) tém funcdo no
desenvolvimento da LES (Cantor et al., 2004; Tucci et al., 2004).
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Figura 3: Producdo e participacdo de autoanticorpos na patogénese do LES; Legenda: B cell —
Célula B; T cell — Célula T; IgG — Imunoglobulina G; IgM — Imunoglobulina M; TCR — Receptor de
Célula T; MHC—-Complexo principal de histocompatibilidade; “C” — Proteinas do sistema

complemento. Adaptado de Carroll, 2004.
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Entretanto, a influéncia genética isoladamente nem sempre é uma
condicdo suficiente para induzir o lupus e fatores ambientais podem ter uma
participacdo importante. Sabe-se que a luz ultravioleta (40 a 60% dos pacientes
sdo fotossensiveis), alguns farmacos (como a hidralazina e a procainamida),
dietas ricas em gorduras saturadas, poluentes, cigarro e muitas vezes o estresse
fisico ou psicoldgico extremo também podem desencadear ou agravar o LES
(Crow & Fredman, 1997). Ha ainda fatores que comecam a ganhar importancia
nos dias de hoje como alimentos transgénicos (pelo suposto estimulo a reacéo
autoimune), substancias como resinas e Oleos pesados, implantes cutaneos
dérmicos e subcutaneos, os quais podem ser capazes de estimular a producao de
autoanticorpos (Duarte, 2004).

Véarias evidéncias demonstram que as citocinas possuem um papel
importante no desenvolvimento inflamatério e progressdo de doencas autoimunes
como LES (Gibson et al., 2001; Guarnizo-Zuccardi et al., 2007; Rosado et al.,
2008). Além disso, tem se demonstrado que pacientes de LES tém uma
expressdo aumentada das moléculas inflamatorias (Lit et al., 2006).

As citocinas sdo potentes imunomoduladores moleculares que medeiam a
inflamacdo e a resposta imune. Na Uultima década, tem-se abordado de forma
cada vez mais aplicada as citocinas e suas implicagcdes nas mais variadas areas
do conhecimento médico (Crispin et al., 2011). Diversos polimorfismos nos genes
das citocinas podem ser responsaveis por alteragcdes na sua producdo, sendo
entdo participantes efetivos na patogénese de diversas doencas, como cancer,
doencas metabdlicas, infecciosas e autoimunes, assim como, em condi¢cdes

inflamatorias (Franceschi et al., 2009).
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2.5 Fator De Necrose Tumoral Alfa (TNFa)

O TNFa foi identificado em 1975 como uma glicoproteina induzida por
endotoxina, que causou a necrose hemorragica de sarcomas que tinham sido
transplantados em ratos (Carswell et al.,, 1975). O fator de necrose tumoral
humano foi clonado em 1985 e foi mostrado que o TNF recombinante para induziu
a necrose hemorragica de sarcomas transplantados em ratos induzidos por
metilcolantreno (Pennica et al., 1985).

O TNFa é uma citocina pleiotropica produzida por muitos tipos de células,
incluindo macréfagos, mondcitos, linfocitos, queratindcitos e  fibroblastos, em
resposta a inflamacéo, lesdo e outros desafios ambientais, sendo sua funcao
biolégica mais importante a defesa contra infeccbes bacterianas, virais e
parasitarias (Baud & Karin, 2001; Bradley, 2008). Ele ndo € apenas uma citocina
proinflamatdria potente, mas também desempenha um papel importante na
ativacdo e migracdo de linfocitos e leucdcitos, febre, resposta de fase aguda,
proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose (Xanthoulea et al., 2004).0 seu
gene esté localizado no cromossomo 6p21.3, dentro da regido do MHC classe Il

(Figura 4) (Constantin et al., 2002).
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Figura 4. Localizacdo do gene TNFa no Cromossomo 6 Fonte:

http://ghr.nlm.nih.gov/dynamicimages/chromomap/TNF.jpeg

A proteina € gerada como uma forma precursora chamada TNFa
transmembranar que € expresso como um polipeptidio de tipo Il de superficie
celular que consiste em 233 residuos de aminoacidos (26 kDa) em macroéfagos e
linfécitos ativados, bem como em outros tipos de células (Pennica et al., 1984;
Luettiq et al., 1989).

Depois de ser processado por metaloproteinases como a enzima de
conversdo TNFa (TACE) entre os residuos de alanina’® e valina’’, a forma soltvel
de 157 residuos de aminoéacidos (17 kDa) é liberado e medeia suas atividades
bioldgicas através dos Receptores Tipo 1(TNFR1) e 2 (TNFR2) de TNF.(Bazzoni

& Beutler, 1996; Black et al., 1997; Moss et al., 1997) . (Figura 5)
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As vias de transducdo de sinal de do TNFa sdo complexas e ainda néo
totalmente compreendidas. A regulacdo do fator de transcricdo NF-xB é um
componente chave da transducdo de sinal do TNFa, mas o mapeamento fisico
em grande escala, em combinacdo com a andlise de perda de fun¢édo por RNA de
interferéncia identificou 221 associagcbes moleculares e 80 interagentes
anteriormente desconhecidos envolvidos na modulacdo do TNF-NF-xB
(Bouwmeester et al.,, 2004). Todas as respostas conhecidas do TNF séo
desencadeadas pela sua ligacdo a um dos dois receptores, TNFR1 e TNFR2, que
sao regulados diferencialmente em varios tipos de células em tecido saudavel ou
doente (Al-Lamki et al., 2001).

A utilizagéo de diferentes mecanismos de sinalizacdo por TNFR1 e TNFR2
€ consistente com a capacidade de cada receptor para sinalizar respostas
biolégicas distintas em células de cultura. A ligacdo no TNFR1 é necessario e

suficiente para induzir efeitos citotdéxicos e respostas pré-inflamatérias do TNF,
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enquanto TNFR2 pode promover a ativacdo celular, migracdo ou proliferacao
(Bradley, 2008). Sob certas circunstancias, TNFR2 pode contribuir para respostas
TNFR1, especialmente em baixas concentracdes de TNF (Slowik et al., 1993), de
acordo com a nocdo de "troca de passagem”, em que TNFR2 captura TNF e
passa para TNFR1 (Tartaglia et al., 1993).

Em resposta ao TNFa, células endoteliais promovem a inflamacéao,
expressando em um distinto padrdo temporal e espacial (Messadi et al., 1987,
Bradley, 1996), diferentes combinacdes de moléculas de adesdo de leucdcitos,
incluindo E-selectina, molécula intracelular de adesdo (ICAM-1) e molécula de
adesao celular vascular-1 (VCAM-1) (Pober et al., 1986; Munro et al. 1989). Além
disso, muitas das caracteristicas classicas da inflamacdo podem ser produzidas
por efeitos locais do TNF sobre as células endoteliais. Expressdo induzida por
TNFa da ciclooxigenase 2 pode aumentar a producdo de PGI, resultando em
vasodilatacdo e causando 'rubor' e 'calor' através do aumento do fluxo sanguineo
local (Mark et al., 2001).

O edema pode resultar de um aumento da permeabilidade vascular
mediado por TNFa, permitindo o aumento da passagem trans endotelial dos
fluidos e macromoléculas que acabam criando o edema. Além disso, a expressao
induzida por TNF de proteinas pré-coagulantes e a regulacdo negativa da
proteina anticoagulante, tal como a trombomodulina, pode causar trombose

intravascular (Bevilacqua et al., 1986).

2.6 Interleucina 2 (IL2)

A interleucina-2 (IL2), anteriormente referida como fator de crescimento de

células T (TCGF), € uma poderosa linfocina imunorreguladora que € produzida
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pelas células T ativadas por lectina ou antigeno. E produzida ndo sé por linfcitos
T maduros na estimulagdo, mas também constitutivamente por certas linhagens
de células T linféides. E til no estudo da natureza molecular da diferenciacéo das
células T e, como interferon, aumenta a atividade de células NK (Lowenthal et al,
1985;. Smith, 1988).

A IL2 é uma citocina com peso molecular de 15 kDa, essencial na
regulacdo da resposta imune (Andrade & Bastos, 1995; Malek, 2003; Pyo et al.,
2003). Esta envolvida na ativacdo, crescimento e diferenciacdo das células T,
assim como na inducdo do crescimento, diferenciacdo e ativacdo funcional de
uma variedade de outras células que participam da resposta imune (Giugno et al.,
2004), como, ativacdo de células B, estimulacdo de macréfagos e células NK
(Barros et al., 2006).

O gene da IL2 humano foi clonado primeiramente em 1983 (Taniguchi et
al., 1983) e neste mesmo ano um grupo de pesquisa japonés descobriu que o
gene IL2 tem uma sequéncia homologa ao promotor do gene INFy humano (Fujita
et al., 1983). Usando um gene TCGF humano clonado em estudos de hibridacéo
de células somaticas, Seigel et al. (1984) encontraram o locus TCGF no
cromossomo 4 e, ap0s a hibridizacao in situ, estreitou a localizacdo para 4926-

928 (Figura 6).
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Figura 6: Localizacdo do gene IL2 no cromossomo 4. Fonte: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/IL2.

Ativacdo de células T através de receptor de células T e moléculas co-
estimulatérias como CD28 causa a producdo de IL2 e a expressdo do seu
receptor (IL-2R). A interacdo da IL-2/IL-2R impulsiona a expansao clonal
extensiva e desenvolvimento de efetores. Este modelo coloca a IL2 como no
central para células T dependente em respostas imunes (Malek, 2008). Ferlazzo
et al. (2004) hipotetizou que a IL2 pode mobilizar células NK de tecidos linfoides
secundarios para mediar a eliminagcdo de patdogenos durante as respostas
imunes. Eles também mostraram que as células NK isoladas de tecidos linféides
produzem IFNy apos a ativacéo por IL2 e IL12, sugerindo assim, que 0s 0rgaos
linféides secundarios sdo possiveis locais de diferenciagdo de células NK e de

aquisicao de autotolerancia.
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O receptor da IL2 (IL-2R) é composto por trés subunidades, uma cadeia a
que funciona somente para a IL2 (obrigatéria), e as subunidades B e vy, que
funcionam para aumentar a ligacdo da interleucina e induzir a sinalizacéao celular
(Malek, 2003). A IL2 se liga a receptores especificos na superficie celular que sao
compostos por trés cadeias de polipeptideos IL-2R codificadas por trés genes
independentes: a IL-2Ra (Leonard et al., 1984; Nikaido et al.,, 1984) IL-2Rp
(Sharon et al., 1986; Tsudo et al., 1986), e uma proteina inicialmente chamada IL-
2Ry (Takeshita et al., 1992), mas agora conhecida como cadeia receptora comum

de citocina y (yc) (Leonard, 1996).

2.7 Interleucina 12 (IL12)

A Interleucina-12 (IL12) foi descoberta independentemente por Trinchieri et
al. (1989) e Gately et al. (1990) como "fator estimulador de células NK" e como
"fator de maturacdo de linfécitos citotoxicos", respectivamente. Entre o vasto
leque de citocinas bioativas, a familia da IL12 € Unica. Esta € a Unica familia de
citocinas heterodiméricas, o que lhes confere varias caracteristicas Unicas e
distintivas. Cadeia de emparelhamento promiscua é uma caracteristica comum
desta familia de citocinas heterodiméricas, que atualmente inclui IL12, 1L23, IL27
e IL35 (Collison & Vignali, 2008; Jones. & Vignali, 2011).

As citocinas heterodiméricas da familia da IL12 consistem de uma cadeia a
(p19, p28 ou p35) e uma cadeia B (p40 ou Ebi3) (Collison & Vignali, 2008; Jones
& Vignali, 2011). As cadeias o tem uma estrutura de feixe de quatro hélices
caracteristica da superfamilia IL6, a qual a familia IL12 pertence. Em contraste, as

cadeias B possuem homologia com cadeias de receptor de citocinas classe |, tais
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como IL-6Ra (Kobayashi et al., 1989; Oppmann et al., 2000; Collison et al., 2007;
Niedbala et al., 2007).

IL12 é um heterodimero constituido por uma cadeia leve de 35 kDa
(conhecida como p35 ou IL-12Ra) e uma cadeia pesada de 40 kDa (conhecida
como p40 ou IL-12B) (Kobayashi et al., 1989). A subunidade p35 é codificada pelo
gene IL12A enquanto que a subunidade p40 é codificada pelo gene IL12B que
estdo localizados nos cromossomos 3 (3p12-g13.2) (Figura 7) e 5 (5031-g33)
(Figura 8), respectivamente (Chen et al., 2009; Huang et al., 2011) sendo genes
gue podem ser regulados de forma independente (Miller-Berghaus et al., 2004).

A expressdo e ligacdo de ambas as subunidades constitui a forma
biologicamente ativa, a IL12 p70 (Trinchieri, 2003). IL12A, ou p35, € uma
subunidade em duas citocinas heterodiméricas distintas: a IL12 e a IL35 (Wolf et
al., 1994). A subunidade p40 da IL12, ou IL12B, heterodimeriza com a subunidade
p35 da IL12 (IL12A) para formar a IL12 e com a subunidade pl19 da IL23 (IL23A)
para formar IL23 (Figura 9). Além disso, a IL12 p40 existe como um monémero e
um homodimero (IL12 p80) (Gunsten et al., 2008) (figura 10).

A IL12 p70 parece ser o0 prototipo de polarizacédo da citocina Thl capaz de
estimular células T naive e induzir a secrecdo de INFy (MULLER-BERGHAUS et
al., 2004). Tem sido demonstrado que a expressdo da IL12B é muito mais
regulada do que a IL12A, embora a expressdo das duas subunidades seja
regulada pela ativacdo de células produtoras de IL12. Assim, a secrecdo da 1L12
p70, parece ser predominantemente regulada ao nivel transcricional da IL12B

(Tsunemi et al., 2002).
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Figura 9: Estrutura das interleucinas da Familia IL12 e seus respectivos receptores. Adaptado de
Vignali & Kuchroo, 2012

A IL12 é produzida por varios tipos de células, incluindo macréfagos,
granuldcitos neutrofilicos e CDs que mostram ser a principal fonte da interleucina.
O receptor de IL12 € composto por duas cadeias, a IL-12RpB1 e a IL-12RB2
(Presky et al., 1996) que ativam a via Janus quinase (JAK)-STAT de transducao
de sinal. Os efeitos celulares especificos de IL12 séo devidos principalmente a
ativacdo de STAT4, tal como indicado pelo fato de que ratos geneticamente
deficientes para STAT4 tem um fendtipo idéntico a ratos que séo deficientes para
a subunidade p40 da IL12 (Kaplan et al., 1996; Thierfelder et al., 1996). IL-12R é
expresso principalmente pelas células T ativadas e células NK (Presky et al.,

1996).

2.8 A Citocina IL-23 e 0 Gene IL23R

A IL23 é expressa principalmente por células dendriticas apresentadoras

de antigenos e macréfagos. Ela é reconhecida por estimular a proliferacdo e
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manutencao de ceélulas Th1l7, estimuladas inicialmente por TGF-B, IL6 e 1L22(Xu
et al.2010).

Apesar das muitas semelhancas estruturais das citocinas e 0S seus
receptores e componentes de sinalizacdo a downstream da familia IL12, elas tém
diferentes atividades biologicas que mostram suas caracteristicas diferentes. 1L12
e IL23 sdo principalmente citocinas pro-inflamatorias e pro-estimulatérias com
papéis chave no desenvolvimento dos subconjuntos Thl e Thl7 de células T
respectivamente (Langrish et al., 2004; Hunter 2005; Kastelein et al., 2007).

Pelo fato de trabalhos inicias mostrarem que a IL23 esta associada com o
aumento da producédo de IFNy pelas células T CD4 +, fazia sentido associa-la
com a via de resposta Thl (Murphy et al., 2002; Robinson& O’Garra, 2002). No
entanto, estudos recentes revelaram que estas novas proteinas tem um papel
limitado na promoc¢ao da imunidade mediada pelas células classicas (Thl e Th2).
Sua capacidade é mais associada em estimular as células T CD4" em produzir
IL17 que tem um papel dominante no desenvolvimento e na manutencdo da
inflamacé&o autoimune (Vignali &Kuchroo, 2012).

Embora a IL12 permaneca sendo a citocina heterodimérica prototipica,
estudos ndo tdo recentes descreveram outros heterodimeros relacionados. Em
2000, Oppmann e seus colaboradores identificaram a molécula p19 (IL-23p19),
em uma pesquisa de homologia para os membros da familia IL6. Suas pesquisas
revelaram que pl9 dimeriza com IL-12p40 e que esta citocina, conhecida como
IL23, usa IL-12RB1, mas nado IL-12RB2 como se componente receptor de alta
afinidade (Oppmann et al., 2000). A clonagem funcional da outra subunidade do
receptor para IL23, uma subunidade conhecida como IL23R, mostrou que o

MRNA que codifica esta cadeia esta presente em células T e células NK, e que a
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ativacdo de ceélulas T, independentemente das condicbes de polarizacdo, é
associada com aumento da expressdo de mRNA que codifica a subunidade para
este receptor (Parham et al., 2002).

Por analise da sequéncia genbmica, o gene IL23R foi mapeado no
cromossomo 1p32.1-p31.2, a cerca de 150 kb do gene IL12Rp2, possuindo um
total de 11 éxons (Parham et al., 2002; Yu & Gallagher, 2010) (Figura 10).
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Figura 10: Localizagdo do gene IL23R no Cromossomo 1 Fonte:
http://ghr.nIm.nih.gov/gene/IL23R

Por analise de PCR em bibliotecas de cDNA de linhagens de células T que
respondem a IL23, Parham et al. (2002) identificaram um cDNA de 2.9-kb que
codifica a IL23R. Foi predita uma proteina transmembrana com 629 aminoacidos
(que mostra alguma homologia com IL12Rp2), que contém uma sequéncia sinal,

um dominio N-terminal tipo IG, dois dominios de receptores de citocina, sete
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potenciais sitios de glicosilacdo, um motivo WQPWS no dominio transmembrana
e um dominio citoplasmético de 252 residuos com 6 residuos de tirosina
conservados e uma tirosina adicional na posicao 463 (figura 9).

Células T naive expressam IL-12RB1 e gpl130, mas nédo de IL-12Rp2, IL-
23R ou IL-27R (WSX-1) (Szabo et al., 1995; Szabo et al., 1997; Rogge et al.,
1997). A sinalizacdo através do receptor de antigeno das células T nao é
suficiente para induzir a expressdo de IL-23R. As citocinas que induzem a
ativacdo do fator de transcricAo STAT3 sdo os indutores mais potentes de
expressao de IL-23R. STAT3 e o fator de transcricdo RORyt agem em conjunto
para transativar a I1L23 e IL-23R, facilitando desse modo uma retro alimentacao
positiva que aumenta a expressao de IL-23R, IL-17 e IL-22 e estabiliza o fenétipo

Th17 (Vignali & Kuchroo, 2012).

2.9 Interleucina 17A (IL17A) e Interleucina 17F (IL17F)

A familia IL17 é a mais recente descoberta das familias de citocinas, com a
descoberta da IL17A, inicialmente denominada de antigeno de linfécito T
citotéxico 8 (CTLA8) e o seu componente mais recente descoberto em 2001 e
denominado como IL-17F, sendo a primeira vez citada em 1993 por Ranvier e
colaboradores. (Kawaguchi et al., 2009; Onishi & Gaffen, 2010; Paradowwska-
Gorycka et al., 2010).

As citocinas IL17A e IL17F apresentam cerca de 50% de homologia e sao
codificadas por genes muito préximos que estao localizados no cromossomo 6p12
(figura 11), podendo se apresentar na forma homodimérica, ou constituindo um
composto heterodimérico IL17A/F (Ishigame et al., 2009; Chang et al., 2010;

Wang et al., 2012).
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Figura 11: Localizagdo dos genes IL17A e IL17F no cromossomo 6. Fonte:

http://ghr.nlm.nih.gov/gene/IL17F

Tanto a IL17A quanto a IL17F facilmente formam homodimeros, no
entanto, evidéncias sugerem que um heterodimero IL17A/IL17F pode ser
formado. Assim a IL17A, IL17F e o heterodimero IL17A/IL17F ligam-se
respectivamente aos receptores IL-17RA, IL-17RC e IL-17RA/IL-17RC que sao
ubiquamente expressos (Chang & Dong, 2007; Kuestner et al., 2007; Wright et al.,
2007; Chang & Dong, 2009; Gaffen, 2009). As citocinas IL17A e IL17F utilizam os
adaptadores TRAF6 e Actl nas suas vias de sinalizacdo de transducdo de sinal
(Chang et al., 2006; Qian et al., 2007). Ambos IL17A e IL17F facilmente ativam
células residentes e inatas dos tecidos, tais como fibroblastos e as células
epiteliais, para induzir a producédo de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas

(Martinez et al., 2008). Apesar de utilizarem os mesmos receptores, 0 ILL7RA e o
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ILL7RC, elas possuem atividades biologicas distintas, sendo a IL17A cerca de 10
vezes mais potente na producao de quimiocinas (Dubin et al., 2009).

Além disso, outras citocinas proé-inflamatérias, como o TNFa, tém sido
associadas em trabalhar sinergicamente com a IL17A, para aumentar a atividade
das células inflamatérias inatas (Ruddy et al., 2004; Shen et al., 2005). Em geral,
um dos principais resultados atribuidos ao aumento da producdo de IL17A e
ILL7F € o recrutamento e ativacdo de neutréfilos durante a inflamagédo (Dong,
2009). Tem sido observado que IL17A induz outras citocinas pré-inflamatorias
como IL6, IL21 e IL22, quimiocinas e proteinas inflamatérias de fase aguda
(Mckenzie et al., 2006).

A IL17F induz a expressdo de TGF-B e inibe a angiogénese de células
endoteliais, mas ndo tem nenhum efeito sobre a hematopoiese ou migracdo dos
linfécitos. Assim a IL17F pode tem um papel regular a resposta imune geral
regulando a expressdo de citocinas criticas que tém muito mais ativo efeitos
estimulantes (Starnes et al., 2001).

As IL17A e IL17F séo produzidas principalmente pelas células T ativadas e
desempenham papéis importantes na resposta imune contra certas bactérias e
fungos (Korn et al. 2009). Células produtoras de IL17 tém sido implicadas na
patogénese de varias doencas autoimunes, incluindo esclerose multipla e IUpus

(Korn et al. 2009; Nalbandian et al., 2009).

2.10 As interleucinas e seus papéis na autoimunidade

2.10.1 O papel do TNFa na autoimunidade

O TNFa néo é geralmente detectavel em individuos saudaveis, mas o0s

niveis séricos e teciduais elevados sao encontrados em condi¢cdes inflamatodrias e
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infecciosas (Nurnberger et al., 1995; Robak et al., 1998), estando 0s niveis
séricos correlacionados com a gravidade das infeccbes (Waage et al., 1987;
Kwiatkowski et al., 1990).

Entre os varios polimorfismos descritos na regido promotora do gene do
TNFa, a variante genética TNF1 na posi¢do -308 (G) mostrou efeito funcional
sobre a atividade transcricional do gene sendo observado que, o alelo incomum
TNF2 na posigéo -308 (A) apresenta uma atividade transcricional mais forte que o
-308 (G) depois da estimulacdo de linfocitos in vitro (Kroeger et al., 2000). Niveis
de TNFa sdo aumentados em pacientes com LES, assim como em parentes de
primeiro grau de individuos acometidos por esta patologia quanto comparados a
individuos saudaveis sem historico familiar, além de se associar fortemente com
0s parametros da atividade da doenca (Studnicka-Benke et al., 1996; Mangale et
al., 2013).

As manifestaces do LES estdo associadas com diferencas na capacidade
de producado de TNFa, e tem sido sugerido que elementos polimorficos dentro da
regido do HLA classe Il determinam a capacidade de producdo do TNFa. Véarios
estudos tém analisado a associacdo entre o polimorfismo -308 (G/A) do gene
TNFa e o desenvolvimento do IUpus, e mostram resultados inconclusivos (Lee et

al., 2006; Guarnizo-Zuccardi et al., 2007; Jiménez-Morales et al., 2009).

2.10.2 O papel da IL2 na autoimunidade

Polimorfismos dentro dos genes que codificam as duas subunidades
diferentes do receptor, IL-2Ra e IL-2Rp tém sido associados com uma grande
predisposicdo a diabetes tipo |, artrite reumatoide e esclerose multipla.

Associacao de polimorfismos nos genes da IL2, IL-2RA e IL-2RB com mudltiplas
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doencas autoimunes sugerem um mecanismo comum em sua patogénese
(Cavanillas et al., 2010).

John e colaboradores (1998) identificaram dois SNPs no gene IL2, um na
posicdo -330 e outro na posicao +166. A substituicdo de timina (T) por guanina
(G) na posicado -330 do gene IL2 foi relatada estar associada com precoce e
intensa producédo de IL2, sendo 0 gendtipo resultante, chamado alto produtor na
doenca de enxerto contra o hospedeiro (DECH) e a presenca de ao menos um
alelo G nesta posicdo, foi associada a um risco dobrado dos individuos
desenvolverem a DECH (Vizoni et al., 2008). Este SNP foi reportado resultar num
aumento de trés vezes na producdo desta proteina em individuos homozigotos
GG guando comparados aqueles com genoétipo homozigoto TT, e associado a
doencas autoimunes como Becet (Shahram et al.,, 2011), doenca de Crohn e
Trombocitopenia crénica imune (Rocha et al., 2010).

A importancia da IL2 como uma citocina chave para a ativacao de células T
e funcdo imunoldgica tem amplo suporte experimental (Ma et al., 2006). Ela
desempenha um papel como um fator de crescimento autélogo e paracrino entre
as primeiras 48 a 72 horas de ativacdo das células T. Paradoxalmente, a sua
auséncia tem sido associada ao desenvolvimento de autoimunidade letal em
camundongos (Ma et al., 2006), e o fracasso para produzir quantidades normais
de IL2 apos a ativacdo € considerado um marco de células T de pacientes com
LES (Crispin & Tosokos, 2008). Uma das consequéncias da diminuicdo da
producdo de IL2 é uma reducdo no numero de células Treg nestes pacientes,
uma vez que as ceélulas Treg controlam a expressao de células T auto-reativas e,
portanto, sdo importantes na inibicdo da autoimunidade (El-Shafey et al., 2008;

Lieberman & Tsokos, 2010).
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2.10.3 O papel da IL12 na autoimunidade

Dada a importancia da subunidade p40, no sistema imunologico, € possivel
que Vvariantes genéticas de IL12B possam ser importantes por causar
anormalidades imunoldgicas, resultando na persisténcia ou infecc¢ao viral (Han et
al., 2008).

Foram relatados polimorfismos na regido promotora, na regido codificadora
(intron 2, intron 4, éxon 5) e naregido 3'UTR do gene da IL12B com efeito sobre
a expressao do RNAm da IL12B e o nivel de expressao da IL12 p70 (Tsunemi et
al.,, 2002; Tso et al., 2004; Morahan et al.,, 2007; Han et al., 2008). Estes
polimorfismos tém sido correlacionados ao aumento da secregéo desta citocina
em varias doencas autoimunes e inflamatérias, como a psoriase, esclerose
multipla, diabetes tipo |, asma severa, artrite reumatdide e asma atdpica (Hall et
al., 2000; Tsunemi et al., 2002; Han et al., 2008; Chen et al., 2011). Além disso,
um estudo recente mostra a associagao entre o polimorfismo 3’'UTR +1188 (A/C)
com o desenvolvimento do Lupus (Metiva et al., 2012). Sanchez et al. (2005)
verificaram uma produgéo excessiva de IL12 em pacientes com LES e sugeriram
gue este aumento esteja relacionado com a presenca de variagcdes na regulacao

da expressédo do gene IL12B.

2.10.4 O papel da IL-23R na autoimunidade

Por citometria de fluxo e analise de imuno histoquimica, Tonel e
colaboradores (2010) demonstraram que a expressdo de I1L23 e IL23R foi
aumentada em tecidos de pacientes com psoriase. A injecdo de um anticorpo
monoclonal contra IL23 num modelo de xenotransplante em rato mostrou uma

dependéncia da inibicAo da psoriase pela inibicdo da IL23 comparaveis aos
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resultados obtidos com o anti-TNF (Leonardi et al., 2003). Tonel e colaboradores
(2010) concluiram que a via I1L23 tem um papel crucial na patogénese da
psoriase.

Usando células de sangue periférico estimuladas por lipopolissacarideo de
6 individuos heterozigéticos para o SNP 2199(A/C) do gene IL23R (rs10889677) e
um ensaio de especifico para SNP, Zwiers e colaboradores (2012) mostraram que
o alelo A produz significativamente mais mMRNA de IL23R do que o alelo C.
Andlise de Western Blot mostrou que os individuos homozigotos AA também
produziram significativamente mais IL23R do que homozigotos CC. Zwiers e cols
(2012) propuseram que o rs10889677 esta associado a susceptibilidade a doenca
imune do intestino e afeta a funcionalidade do gene de IL23R alterando sua
regulacdo. Estudos mostram que o polimorfismo esta associado a outras doencas
como Artrite Reumatdéide, Doenca de Crohn (Farag6 et al., 2008) e doenca de
Grave (Huber et al., 2008). Por outro lado estudos mostram a falta de associacao
deste polimorfismo com o desenvolvimento do Lapus (Chen et al., 2013; Safrani

et al., 2010).

2.10.5 O papel da 17A e IL17F na autoimunidade

A producéo elevada desta interleucina tem sido associada a patogénese de
varias doencas autoimunes como psoriase, atrite reumatoide (Van Bezooijen et
al., 1999; Miossec, 2003), doenca inflamatoria do intestino (Shih et al., 2008) e
Luapus Eritematoso (Crispin et al., 2008; Wong et al., 2008).

Os soros de pacientes com lUpus contém niveis anormalmente elevados de
IL17 (Doreau et al., 2009) e uma grande fracdo de células CD4" e células T CD4

CDS8" (duplos negativos) destes pacientes produzem IL17, Além disso, IL-17
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produtoras de células T tém sido encontrados com infiltrados nos rins de
pacientes com nefrite (Crispin et al., 2008).

O aumento da producéo de IL17A em pacientes com LES correlaciona-se
com a atividade da doenca (Yang et al.,2009). A excrecao de IL17A amplifica a
resposta inflamatéria, recrutando células efetoras de 6rgdos alvo. Além disso,
IL17A contribui para a formacéo de centros germinais e, agindo em conjunto com
um ativador de fator de células B, aumenta a sobrevivéncia e proliferacdo de
células B e a sua transformacdo em células secretoras de anticorpos (Yang et
al.,2009).

Assim, a partir do que foi descrito, fica evidente o importante papel das
interleucinas, e de alguns polimorfismos presentes em seus genes, no
desenvolvimento de doencas autoimunes, em especial, o LUpus Eritematoso
Sistémico. Pelo fato de o LES ser multifatorial e com uma patogénese ainda
incerta, tornam-se necessarios estudos que tragam novos conhecimentos acerca
do papel de polimorfismos em genes de interleucinas com a doenca, o que
poderda servir de base para novos métodos diagndsticos, assim como, indicar

novos alvos para seu tratamento.
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3. Objetivos

3.1 Geral

Avaliar a associacdo entre polimorfismos nos genes de interleucinas e seus
receptores com o desenvolvimento do Lupus Eritematoso Sistémico, com a
atividade da doenca e com as manifestacdes clinicas desenvolvidas em mulheres

acometidas por esta patologia no estado de Pernambuco.

3.2 Especificos

1. Verificar a associagéo entre os SNP’s IL2 -330 (T/G) (rs2069762), IL12
3UTR +1188 (A/C) (rs3212227), IL17A -197(G/A) (rs2275913), IL17F
+7488 (A/G) (rs763780), IL23R +2199 (A/C) (rs10889677) e TNFa -308

(G/A) (rs1800629) e o desenvolvimento do Lupus;

2. Verificar a associacdo entre polimorfismos dos genes IL2, IL12, IL17A,

IL17F, IL23R e TNFa com o nivel de atividade da doenca;

3. Verificar a associacdo entre polimorfismos dos genes IL2, IL12, IL17A,
IL17F, IL23 e TNFo com caracteristicas clinicas apresentadas pelos

pacientes.

40



4. Material e Métodos

4.1 Desenho:

Estudo analitico de corte transversal com comparacéo de grupos.

4.2 Critérios de inclusao:

Adultos com diagndstico confirmado, em tratamento ou fora de tratamento

em regime ambulatorial.

4.3 Critérios de exclusao

Pacientes diagnosticados com alguma doenca autoimune que ndo Lupus

Eritematoso Sistémico.

4.4 Estratégia de selecao de casos e controles:

Os casos foram selecionados a partir de analise de prontudrio de pacientes
atentidos no Ambulatério de Dermatologia do Hospital das Clinicas-UFPE entre
janeiro de 2009 a abril de 2010, e que tiveram a confirmacdo do diagnostico
clinico de acordo com os critérios da Academia Americana de Reumatologia,
perfazendo um total de 122 mulheres. Os controles foram mulheres adultas
saudaveis, doadoras de sangue e sem histérico familiar de LES, coletadas do
banco de amostras do Laboratério GENOMA-UFRPE, sendo um total de 125

mulheres.
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4.5 Material biolégico

O DNA foi extraido pelo kit Wizard Genomics, seguindo as especificacdes
do fabricante (PROMEGA), a partir de sangue periférico coletado em tubo com

EDTA e posteriormente armazenado a -20° C.

4.6 Aspectos clinicos e determinacao da atividade do lupus

A prevaléncia dos dados clinicos foi obtida através da andlise dos
prontuarios das pacientes. A atividade da doenca foi avaliada de acordo com o
indice de Atividade do Lupus Eritematoso Sistémico (SLEDAI Modificado 2Kk)
(Uribe, et al., 2004) para todos as pacientes. Trés estagios foram considerados de
acordo com o score do SLEDAI: LE inativo (SLEDAI=0), LE leve/moderado
(SLEDAI entre 1-7) e LE severo (SLEDAI>8). Esta avaliacdo foi realizada, de
forma colaborativa, pela Dr® Nadja Asano, médica reumatologista do Hospital das

Clinicas/PE.

4.7 Selecao de genes

Os genes e seus respectivos polimorfismos foram selecionados a partir de

revisao da literatura.

4.8 Identificag&o dos polimorfismos das interleucinas.

4.8.1 Genotipagem do SNP TNFa -308 (G/A) (Cabrera et al., 1995)
A genotipagem da regidao TNFa (-308 G/A) foi realizada por PCR-RFLP

sendo o primer direto 5’- AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3 e o reverso 5'-
TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3. O volume final da reagcédo consistiu de 15pl,
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contendo: 50-200ng de DNA, 1X Master Mix GoTaq ® Hot Start DNA polimerase
(PROMEGA), 1pmol/uL de cada primer e agua deionizada.

As condic¢des de ciclagem foram 94°C por 3min, seguidos por 30 ciclos de
94°C por 1 min, 52°C por 1 min e 72°C por 1 min e uma temperatura final de 72°C
por 10min. A verificacdo da amplificacdo foi feita em gel de agarose a 1,5%
corado com brometo de etidio. O tamanho do amplicom do gene TNFa é de
107pb.

Para deteccdo do SNP, foi realizada uma digestdo com a enzima Ncol. O
Mix da reagdo teve um volume final de reacdo de 10uL, no qual 8 pL foi do
material amplificado, 1,85uL de tampao BSA e 0,15uL da enzima, 3U por reacgao.
A reacao foi incubada a 65°C por 4h. A genotipagem foi realizada em gel de
agarose a 3% corado com brometo de etidio, no qual amostras de individuos
homozigotos recessivos (AA) apresentaram um fragmento (107), individuos
heterozigotos (GA), 3 fragmentos (107, 87 e 20pb) e individuos homozigotos

dominantes (GG) dois fragmentos (87 e 20pb).

4.8.2 Genotipagem do SNP -330 (T/G) do gene IL2 (Franceschi et al., 2009)

A genotipagem da regido -330 (T/G) do gene IL2 foi realizada através da
PCR alelo especifica e baseou-se em um conjunto de quatro primers  P1:
5TGAAACAGGAAACCAATACACT-3; GR:5-AACTCAGAAAATTTTCTTAGTCC-
3; P5:5'CAAGACTTAGTGCAATGCAAG-3' e
TF5TCACATGTTCAGTGTAGTATTAT-3'. O volume final da reacao consistiu de
15ul, contendo: 50-200ng de DNA, 1X Master Mix GoTaq ® Hot Start DNA
polimerase (PROMEGA), 1pmol/uL de cada primer e &gua deionizada. As
condi¢gbes de ciclagem foram 96°C por 2min, seguidos um ciclo de 63°C por
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60seg, 9 ciclos de 96°C por 10seg, 63°C por 60seg e 72°C por 30seg, vinte ciclos
de 96°C por 10seg, 59°C por 50seg, 72°C por 30seg com posterior refrigeracédo a
4°C.

O produto da PCR foi analisado em gel de agarose a 3% corado com
brometo de etidio. Na presenca da Guanina no sitio polimorfico do gene IL2, os
primers P1 e GR produzem um produto de 143pb, enquanto que na presenca de
Timina os primers P5 e TF produzem um produto de 447pb. Em individuos

heterozigotos geram-se os dois fragmentos.

4.8.3 Genotipagem do SNP | 3’ UTR +1188 (A/C) do gene IL12B (Huang et al.,
2000)

A amplificagdo da regido 3’'UTR +1188 (A/C) do gene IL-12B foi realizada
por PCR-RFLP sendo o primer direto 5’-GATATCTTTGCTGTATTTGTATAGT-3 e
o reverso 5-AATATTTAAATAGCATGAAGGC-3'. O volume final da reacao inicial
consistiu de 20uL, sendo, 50-200ng de DNA, 1X de Master Mix PCR (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), 1pmol/uL de cada primer e agua Milli-q g.s.p.

As condicdes utilizadas na reagao foram aquecimento inicial de 95°C por
5min, seguidos por 40 ciclos de 95°C por 45s, 53°C por 45s e 72°C por 45s e por
fim o anelamento na temperatura de 72°C por 10min com posterior refrigeracao a
4°C. O produto da PCR foi analisado em gel de agarose a 1,5% corado com
brometo de etidio. O tamanho do amplicom especifico do gene IL-12B esperado
foi de 118 pb.

Para deteccéo do SNP, foi realizada uma digestdo do material amplificado
com a enzima Tagl. Para tal, utilizou-se um volume final da reagcdo de 10pL.

Contendo, 8 pL do material amplificado, 1,5uL de tamp&o BSA e 5U da enzima
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Taqgl. A reacao foi incubada a 65°C por 4h. A genotipagem foi realizada em gel de
agarose a 3% corado com brometo de etidio, no qual amostras de individuos
homozigotos mutantes (CC) apresentaram dois fragmentos (92pb e 26pb),
individuos heterozigotos (AC), 3 fragmentos (118pb, 92pb e 26pb) e um

fragmento (118pb) para as amostras homozigotas dominantes (AA).

4.8.4 Genotipagem do SNP IL23R +2199 (A/C) (Chen et al., 2010)

A genotipagem da regido IL23R +2199 foi realizada por PCR-RFLP sendo
o primer direto 5-AGGGGATTGCTGGGCCATAT-3' e o primer reverso 5'-
TGTGCCTGTATGTGTGACCA-3'. Os reagentes utilizados na reagéo foram 200ng
de DNA, 1.0mM de cada primer, 200mM de cada dNTP, 1X GoTaq Master Mix
PCR (PROMEGA) e &gua deionizada para um volume final de 12,5 pL. As
condi¢cbes de ciclagem foram 95°C por 5 min, seguido por 38 ciclos de 95°C por
30 seg, 60°C por 45seg, 72°C por 60seg e uma extensao final da com um ciclo de
72°C por 10 minutos, com posterior acondicionamento da amostra a 4°C. O
produto da amplificacao foi digerido utilizando-se 5U da enzima MnLI (Fermentas)
a 37°C overnight e visualizados em gel de agarose a 3%, corado com brometo de
etidio. Foram obtidos trés perfis de fragmentos: AA (215 bp), CC (154, 61 bp), AC

(215, 154, 61 bp).

4.8.5 Genotipagem dos SNPs IL17A -197(G/A) e IL17F +7488 (A/G) (Wu et al.
2009)
A genotipagem da regido IL17A +197 e IL17F +7488 foi realizada por PCR-

RFLP sendo o primer direto 5-AACAAGTAAGAATGAAAAGAGGACATGGT-3 e o
reverso 5- CCCCCAATGAGGTCATAGAAGAATC-3 para IL17A e direto

5ACCAAGGCTGCTCTGTTTCT-3’ e reverso 5-GGTAAGGAGTGGCATTTCTA-3
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para IL17F . O volume final da reagao foi de 12,5uL, contendo 1X Master Mix PCR
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), DNA com concentracdo entre 50-
200ng, 1pmol/ul de cada primer e agua deionizada. As condicfes de ciclagem
foram 95°C por 5min, seguidos por 40 ciclos de 95°C por 45s, 60°C por 45s e
72°C por 45s e uma extensao final com um ciclo de 72°C por 10min.

Para deteccdo do SNP, foi realizada uma digestdo com a enzima EcoNI
para IL17A -197 e Nlalll para IL17F +7488. O Mix da reagao para ambos teve um
volume final da reac&o de 10ul, no qual 8 pl foi do material amplificado, 1,85ul de
tampéo BSA e 5U da enzima por reacdo. A reacao foi incubada em banho seco a
37°C por 24h sendo genotipagem realizada em gel de agarose a 3% corado com
brometo de etidio. Trés tipos de fragmentos foram observados: para IL17A -197
- AA (102 bp), GG (68 e 34 bp) e AG (102, 68 e 34 bp) e para IL17F +7488->

GG (143 bp), AA (63 e 80 bp) e GA (143, 80 e 63bp).

4.9 Grupos amostrais

Na tabela a seguir, estdo descriminados 0s grupos amostrais de pacientes
e controles para cada polimorfismo:
Tabela 2: Grupos amostrais de pacientes e controles para os polimorfismos TNFa

-308 (G/A), IL2 -330 (T/G), IL12 3UTR +1188 (A/C), IL17A -197(G/A), IL17F
+7488 (A/G) e IL23R +2199 (A/C)

Polimorfismo Pacientes Controles
TNFo -308(G/A) 98 76
IL2 -330(G/T) 98 76
IL12B 3’'UTR +1188(A/C) 93 75
IL23R +2199(A/C) 95 125
IL17A -197(G/A) 118 120
IL17F +7488(A/G) 118 120
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4.10 Analise dos dados

A existéncia de associacOes entre variaveis categoricas foi realizada
utilizando o teste de Qui-quadrado ou o Teste G de Williams, de acordo com o
tamanho das amostras. A magnitude dessas associacdes foi estimada como odds
ratios (OR) ou riscos relativos (RR), utilizando intervalos de confiangca de 95%.
Todos os testes foram de duas caudas e um valor de p menor que 0,05 foi
indicativo de significancia estatistica. Para estas analises os programas Epi Info

versao 7 (Dean et al., 2011) e Bioestat 5.0 foram utilizados.

4.11 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal de
Pernambuco (protocolo 299/2008) (Anexo A) e todos 0s pacientes e controles

assinaram o termo de consentimento livre esclarecido (Anexo B).
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5. Resultados

5.1 Dados Clinicos das Pacientes

O estudo avaliou mulheres diagnosticadas com lupus, sendo 122 o total de
mulheres no grupo de pacientes com uma média de idade de 32.26 = 7.239,
sendo a faixa etaria entre 31 e 40 anos a mais frequente. Na analise das
pacientes foi verificada a propor¢cdo de acometimento das caracteristicas clinicas.
Os dados estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 3: Prevaléncia das caracteristicas clinicas nas pacientes acometidas por
LUpus Eritematoso Sistémico.

Variaveis PEElEmEs
N= 122
Idade n(%o)
<30 50 (40,98)
De 31 a40 56(45,9)
De 41 a50 17(13,12)
Caracteristicas Clinicas n(%)
Rash Malar 119(97,54)
FAN 110(90,16)
Artrite 108(88,52)
Fotosensibilidade 97(79,51)
Desordens Renais 57(46,72)
Desordens Hematolégicas 53(43,44)
Rash Discoide 52(42,62)
Ulcera Oral 52(42,62)
Desordens Imunoldégicas 41(33,61)
Serosite 37(30,33)
Desordens Neurolégicas 28(22,95)

5.2 Associacdo dos polimorfismos TNFa -308 (G/A), IL2 -330
(T/G), 1L12 3’'UTR +1188 (A/C), IL17A -197(G/A), IL17F +7488 (A/G)
e IL23R +2199 (A/C) com o LES

Apés a andlise do polimorfismo -308 (G/A) gene TNF«a observou-se que,
para o grupo controle, a distribuicdo genotipica apresentou-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg, o que nao foi observado para o grupo dos pacientes. As

frequéncias alélicas e genotipicas do SNP -308 (G/A) dos pacientes e controles
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estdo apresentados na Tabela 4. A distribuicdo de frequéncias dos genotipos
foram significativamente diferentes entre os grupos (yx2=13,439; p= 0,0012). O
alelo A foi mais prevalente no grupo caso que no grupo controle, e conferiu risco
trés vezes maior para o desenvolvimento de LES (OR = 3,3889; p=0,0009).

Para os polimorfismos -197(G/A) do gene IL17A e +7488(A/G) do gene
IL17F, as distribuicbes genotipicas do grupo de pacientes e controles ndo se
apresentaram de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para o polimorfismo -197(G/A) do gene IL17A, foi observado que a
distribuicdo de frequéncias dos gendtipos foram significativamente diferentes
entre o grupo de pacientes e controles (y’= 11.617; p= 0.0030). O genétipo GA foi
mais frequente no grupo dos pacientes do que no grupo dos controles e
apresentou aproximadamente duas vezes mais risco no desenvolvimento do LES
guando comparado como genotipo GG (OR= 2.0186; p=0.0165)(Tabela 4).

O polimorfismo +7488(A/G) do gene IL17F também mostrou associacao
com o desenvolvimento do lupus. A distribuicdo genotipica foi significativamente
diferente entre os grupos sendo o gendétipo AG mais frequente entre 0s pacientes
e gendtipo AA entre os controles (x*=16.758; p=0.0002). Individuos heterozigotos
apresentaram trés vezes mais chance de desenvolver lopus (OR=3.1163;
p=0.0008) em relacdo aos individuos homozigotos selvagens (AA). A analise
realizada pelo modelo dominante mostra que individuos carreadores do alelo G
tem aproximadamente duas vezes e meia mais chance de desenvolver LES do
gue os individuos nao portadores do alelo.

Para o polimorfismo da regido -330(T/G) do gene IL2, as frequéncias
genotipicas apresentam-se em equilibrio de Hardy-Weinberg. Houve diferenca
significativa na distribuicdo dos genoétipos entre o grupo de pacientes e 0 grupo
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controle, estando o gendtipo TT em maior frequéncia na populacdo de pacientes
quando comparada a populacdo controle (x*= 11,837; p=0,0006). Na analise de
risco para o desenvolvimento do Lupus, verificou-se pelo modelo dominante que
portadores do alelo G apresentam protecédo no desenvolvimento do Lupus (Tabela
4). Individuos portadores do gendétipo TT tém aproximadamente trés vezes e meia
mais chance de desenvolverem Lupus (OR=3,61; p=0,0011).

Na analise do SNP 3'UTR +1188 (A/C) (rs3212227) do gene IL12B foi
observado que as frequéncias genotipicas estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg. Houve diferenca significativa na distribuicdo dos gendtipos entre o
grupo de pacientes com LES e o grupo controle sendo o gendtipo AA mais
frequente no grupo controle e o gen6tipo CC no grupo de pacientes (p=<0,0001).
O alelo C apresentou-se como fator de risco para o desenvolvimento da doenca
tanto na andlise pelo modelo dominante (OR=3,3153;p=0,0012) quanto na
comparacao entre os genétipos portadores do alelo (Tabela 4).

As distribuicdes genotipicas do polimorfismo 2199 (A/C) do gene IL23R
apresentou-se em equilibrio de Hardy-Weinberg no grupo controle, o que néo foi
observado para o grupo de pacientes.

Foi analisado o perfil alélico e genotipico do polimorfismo como com o
desenvolvimento do Lupus. A distribuicdo apresentou-se significativamente
diferente entre pacientes e controles, o genotipo AC apresentou-se mais
frequente entre os pacientes enquanto que o gendtipo AA foi mais frequente entre
os controles (p=<0,0001). Foi observado que o gendtipo AC confere
aproximadamente oito vezes mais risco (OR=8,6364;p=<0,0001) e que individuos
portadores do alelo C possuem aproximadamente sete vezes mais risco no

desenvolvimento da doencga (OR=7,25;p=<0,0001) Tabela 4.
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Tabela 4: Distribuicdo genotipica e associacao dos polimorfismos -308(G/A) do
TNFa IL2 -330 (T/G), IL12 3’'UTR +1188 (A/C), IL17A -197(G/A), IL17F +7488
(A/G) e IL23R +2199 (A/C) em pacientes com LES e controles

Pacientes

Gendtipo LES Controles x2 (p value) OR (95% CI) p
TNFa n=98(%) n=76(%)
GG 58 (59,18) 61 (80,26) Referéncia
GA 28 (28,57) 15 (19,74) 13,439 (0,0012) 1,9632 (0,9529-4,0448)  0,0957
AA 12 (12,24) 0 (0) - -
GA + AA 40 (40,81) 15 (19,74) 3,3889 (1,6767-6,8495)  0,0009
IL17A n=118(%) n=120(%)
GG 46 (38,98) 60(50,00) Referéncia -
GA 65 (55,08) 42(35,00) 11,617(0,0030) 2,0186(1,1693-3,4848) 0,0165
AA 7 (5,93) 18(15,00) 0,5072(0,1954-1,3166) 0,2363
GA + AA 72 (61,01) 60 (50,00) 1,5652(0,9355-2,6188) 0,1425
IL17F n=118(%) n=120(%)
AA 79 (66,95) 101(84,17) Referéncia -
AG 39 (33,05) 16(13,33) 15,291(0,0005) 3,1163(1,6234-5,9821) 0,0008
GG 0 (0) 3(2,5) - )
AG+GG 39 19 ( 2,6243(1,4083-4,8899) 0,0033
IL2 n=98(%) n=76(%)
TG 13 (13,98) 27 (36,99) ; Referéncia -

10,61(p=0,0011

TT 80 (86,02) 46 (63,01) (p ) 3,612(1,6985-7,6814) 0,0011
IL12B n=93(%) n=75(%)
AA 16 (17,2) 31(41,33) Referéncia -
AC 43 (46,2) 37(49,33)  19,823(<0,0001)  2,2517(1,0674-4,7499) 0,0493
CcC 34(36,56) 8(9,34) 8,2344(3,0955-21,9044) <0,0001
AC+CC 77(82,76) 45(58,67) 3,3153(1,6355-6,7204) 0,0012
IL23R n=95(%) n=125(%)
AA 8 (8,42) 50 (40,0) Referéncia -
AC 76 (80,0) 55 (44,0) 32,914(<0,0001) 8,6364(3,7921-19,6689) <0,0001
CcC 11 (11,58) 20 (36,0) 3,4375(1,2053-9,8038) 0,0351
AC+CC 87 (91,58) 75 (80,0) 7,2500(3,2326-16,2602) <0,0001

Jr:xz com correcao de Yates; p= Odds Ratio

5.3 Associacdo dos polimorfismos TNFa -308 (G/A), IL2 -330
(T/G), IL12 3'UTR +1188 (A/C), IL17A -197(G/A), IL17F +7488 (A/G)
e IL23R +2199 (A/C) com a atividade do LES

Os testes de associacdo mostraram que os polimorfismos estudados nao

associados com a atividade do LES (Tabela 5).
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Tabela 5: Distribuicdo genotipica dos polimorfismos TNFa -308 (G/A), IL2 -330

(T/G), IL12 3'UTR +1188 (A/C), IL17A -197(G/A), IL17F +7488 (A/G) e IL23R

+2199 (A/C) e associacdo com nivel de atividade do LES

Genotipo Inativo Leve + Moderado Severo p
TNFa n=98(%)
GG 21 (36,20) 14 (24,13) 23 (39,65)
GA 13 (46,42) 7 (25,00) 08 (28,57) 0,7050
AA 3 (25,00) 4 (33,34) 05 (41,67)
IL17A n=118(%)
GG 19(41,30) 15(32,61) 12(26,09)
GA 26(40,00) 17(26,15) 22(33,85) 0,6167
AA 2(28,57) 1(14,29) 4(57,14)
IL17F n=118(%)
AA 32 (40.51) 25 (31,65) 22 (27,85) 03303
AG 14 (35.90) 9 (23,08) 16 (41,03) '
L2 n=93(%)
TT 31(38,75) 23(28,75) 26(32,5) 00838
TG 4(30,78) 1(7,68) 8(61,54) '
IL12B n=93(%)
AA 7(43,75) 4(25,0) 5(31,25)
AC 18(43,90) 8(14,64) 17(41,46) 0,5136
CcC 10 (29,42) 12 (35,29) 12 (35,29)
IL23R n=95(%)
AA 3(37,5) 2 (25,0) 3(37,5)
AC 29 (38,16) 20 (26,31) 27 (35,53) 0,7053
CC 4 (36,36) 5 (45,45) 2(18,19)

p= Teste do y°

5.4 Associacdo dos polimorfismos TNFa -308 (G/A), IL2 -330
(T/G), 1L12 3’'UTR +1188 (A/C), IL17A -197(G/A), IL17F +7488 (A/G)

e IL23R +2199 (A/C) com as caracteristicas clinicas do LES.

Para o polimorfismo -308 (G/A) do gene TNFa o0 alelo G conferiu protecéo

(Tabela 6) enquanto que o alelo A apresentou uma chance de risco trés vezes

maior para o desenvolvimento de Serosite, (OR=3,3277; p=0,0228).
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Tabela 6: Associagao entre o polimorfismo -308 (G/A) do gene TNFa e as
caracteristicas clinicas do Lupus

Caracteristicas

_ . 2 *%
clinicas N=98 Pacientes TNFa P OR (95% CI) p
GG GA+AA

Rash malar p 68 40 28

a 30 18 12 0,012 (0,913) 0,95 (0,396-2,286) ns
Rash Discéide p 37 26 11

a 61 32 29 3,025 (0,082) 0,47 (0,196-1,109) ns
Fotosensibilidade p 74 44 30

a 24 14 10 0,010 (0,922) 1,27 (0,492-3,291) ns
Ulcera Oral p 40 26 4

a 58 26 26 0,946 (0,330) 0,66 (0,288-1,520) ns
Artrite p 88 53 25

a 10 5 5 0,389 (0,532) 0,66 (0,178-2,450) ns
poers 5w w19

a 51 30 21 0,059 (0,807) 0,90 (0,404-2,026) ns
Bgﬁ(r)(;?éegr:ias P 26 18 8

a 22 40 32 1,479 (0,224) 0,56 (0,214-1,442) ns
Serosite p 31 24 7

a 67 34 33 6,242 (0,012) 3.327(1.2632- 8.7665)  0,0228
agf:e:?oelggicas P 59 32 21

a 39 26 13 1,502 (0,220) 1,69 (0,728-3,908) ns
'[r):j’?‘r’?g@;zas P 10 e 0,001 (0,978) 0,99 (0,418-2,334) ns

a 66 39 27 ’ ' ' ’ ’
FAN p 86 51 35

a 12 7 5 0,004 (0,949) 0,96 (0,282-3,272) ns

p=presenca da caracteristica; a=auséncia da caracteristica; p*=Teste do XZ; p**=0dds Ratio

Diferentemente do que foi encontrado para o gene TNFa, ndo foi
observada associagdo entre o polimorfismo -197(G/A) do gene IL17A com o

desenvolvimento das caracteristicas clinicas (Tabela 7).
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Tabela 7: Associagéo entre o polimorfismo -197(G/A) do gene IL17A e as
caracteristicas clinicas do Lupus

Caracteristicas

oy N=118 Pacientes IL17A p OR (95% CI) p**
clinicas
GG GA+AA
Rash malar b P 5 0,8500"  0,7778(0,0685-8,8306)  0,6919
Rash Discoide p 48 21 27 + i
o o o 0,3793"  0,7143(0,3370-1,514)  0,4920
Fotosensibilidade p 94 33 61 t+
D 13 0 0,0875'"  2,1846(0,8813-5,4154) 0,1404
Ulcera Oral p 49 14 35 .
D e 29 . 0,0507™"  2,1622(0,9914-4,7156)  0,0780
Artrite 105 42 63 05198  0,6667(0,1928-2,3057) 0,7321
a 13 4 9
Desordens
Renais P05 21 34 0,8676™  1,0652(0,5071-2,2372)  0,9821
a 63 25 38
Newobgas P 21 16
9 0,8311™  0,9091(0,3785-2,1834)  0,9909
91
35 56
Serosite p 36 11 25 t+ i
b a5 - 0,2136™  0,8462(0,4115-1,7402) 0,7873
Desordens
Hematolégicas P °1 24 21 0,1166™  0,5500(0,2598-1,1642)  0,1680
a 67 22 45
Desordens
Imunolégicas P 3 17 22 0,4710™  0,7506(0,3437-1,6390)  0,6029
a 79 29 50
FAN o 11026 442 684 0,6760"  0,7619(0,2157-2,6908) 0,9115

p=presenca da caracteristica; a=auséncia da caracteristica; t=Teste G Williams; tt=Teste x2; p**=0dds
Ratio

Para o gene IL17F também n&o foi encontrada associacdo entre o

polimorfismo e o desenvolvimento das caracteristicas clinicas (Tabela 8).
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Tabela 8: Associacdo entre o polimorfismo 7488(A/G) do gene IL17F e as
caracteristicas clinicas do Lupus

Caracteristicas

o N=118 Pacientes IL17F p OR (95% CI) p**
clinicas
AA AG
Rash malar 2 1§5 727 318 0,9923"  0,9870(0,0867-11,2309)  0,5411
Rash Discéide p 50 32 18 ++
D pe o1 0,5592'"  1,2589(0,5809-2,7282)  0,6995
Fotosensibilidade  p 94 60 34 0,1540™  2,1533(0,7377-6,2855)  0,2370
a 24 19 5
Ulcera Oral P 49 28 21 Tt
D e e1 P 0,0563"T  2,1250(0,9738-4,6371)  0,0873
Artrite p 104 71 33
a 14 8 6 0,4143"  0,6197(0,1989-1,9304)  0,5973
perren “ w o w
X 64 a2 - 0,7392'"  0,8771(0,4053-1,8981)  0,8914
Bgifcr)?éegr;ias P 25 18 7 ++
03 61 2 0,5454'T  0,7413(0,2804-1,9599)  0,7149
Serosite p 34 23 11
a 84 56 28 0,9183'"  0,9565(0,4089-2,2373)  0,9096
agfnoa:?oelgzicas P 52 32 20 TT
66 47 10 0,2674  1,5461(0,7144-3,3460)  0,3618
fgr?js:)?:;ias P 40 23 1 tt
78 56 0 0,1181""  1,8814(0,8474-4,1773)  0,1751
FAN p 107 71 36
a 11 8 3 0,6723"  1,3521(0,3381-5,4079)  0,9273

p=presenca da caracteristica; a=auséncia da caracteristica; t=Teste G Williams; tt=Teste x2; p**=0dds
Ratio

Quando analisada a influéncia do polimorfismo -330 (T/G) do gene IL2 com
o desenvolvimento das caracteristicas clinicas, observa-se que o genoétipo TG
esta associado com o desenvolvimento de FAN (p=<0,0001) e confere um risco

de aproximadamente 58 vezes no desenvolvimento da caracteristica (OR=58,333;
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p=<0,0001). Além do FAN, o polimorfismo mostra uma tendéncia para o risco de

desenvolvimento de serosite (Tabela 9).

Tabela 9: Associacéo entre o polimorfismo -330 (T/G) do gene IL2 e as
caracteristicas clinicas do Lupus

Caracteristicas

foy N=93 Pacientes IL2 p OR (95% CI) p*
clinicas
1T TG
Rash malar p 61 53 8
a 32 27 5 0,7419 0,8151(0,2431-2,7325) 0,9865
Rash Discoide p 36 33 3
a 57 47 10 0,1981 0,4273(0,1091-1,6728) 0,3469
Fotosensibilidade p 70 62 8
a 23 18 5 0,2347 0,4645(0,1352-1,5963) 0,3731
Ulcera Oral p 35 30 5
a 58 50 8 0,9471 1,0417(0,3120-3,4778) 0,8086
Artrite p 84 72 12
a 9 8 1 0,7884 1,3333(0,1527-11,6411) 0,8067
Desordens D
Renais 41 37 4
50 43 9 0,2900 0,5165(0,1469-1,8157) 0,4584
Desordens D
Neurolodgicas 23 20 3
70 60 10 0,8807 0,900(0.2251-3.5987) 0,8434
Serosite p 26 19
a 0,0327 3,7456(1,1215-12.5097) 0,0562
67 61
Desordens D
Hematologicas 42 37 5 05989  0,7264(0,2186-2,4133)  0,8236
51 43 8
Desordens D
Imunolégicas 30 27 3
63 53 10 0,4336 0,5889(0,1495-2,3196) 0,6573
FAN p 71 70 1
a 22 10 12 <0,0001 58,333(6,8294-498,256)  <0,0001

p= presenca da caracteristica; a= auséncia da caracteristica; P= Teste G; p*=0dds Ratio

Na populacdo estudada, o polimorfismo 3'UTR +1188 (A/C) do gene IL12
nao esta associado com o desenvolvimento de nenhuma caracteristica clinica

(Tabela 10).
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Tabela 10: Associagao entre o polimorfismo 3’'UTR +1188 (A/C) do gene IL12 e
caracteristicas clinicas do Lupus

Caracteristicas

N N=93 Pacientes IL12 p OR (95% CI) p*
clinicas
AA AC+CC

Rash malar p 61 10 51

a 32 6 26 0,7760 1,1769(0.3852-3.5960) 0,9975
Rash Discoide p 36 6 30

a 57 10 47 0,9129 1,0638(0,3503-3,2311) 0,8628
Fotosensibilidade p 70 12 58

a 23 4 19 0,9782 1,0175(0,2931-3,5323) 0,7710
Ulcera Oral p 36 6 30

a 57 10 47 0,9129 1,0638(0.3503-3.2311) 0,8628
Artrite p 81 13 68

a 12 3 9 0,4626 1,7436(0,4152-7.3229) 0,7212
Desordens
Renais 39 7 32

a 54 9 45 0,8718 0,9143(0,3084-2,7106) 0,9071
Desordens
Neurolégicas 22 3 19

a 71 13 58 0,6042 1,4195(0,3650-5,5204) 0,8538
Serosite p 26 6 20

a 67 10 57 0,3609 0,5848(0.1883-1,8159) 1,8159
Desordens 0
Hematologicas o3 10 43 06229  0,7588(0,2507-2,2970)  0,8322

40 6 34
Desordens 0
Imunologicas 29 ! 22 02436  05143(0,1704-15521)  0,3702
64 9 55

FAN p 82 15 67

a 11 1 10 0,4162  0,4467(0.0531-3.7607) 0,7384

p= presenca da caracteristica; a= auséncia da caracteristica; p=Teste G; p*=0Odds Ratio

Para o gene

IL23R observou-se que,

na populacdo estudada, o

polimorfismo 2199 (A/C) ndo esta associado com o desenvolvimento de

caracteristicas clinicas (Tabela 11).
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Tabela 11 - Associacéo entre o polimorfismo 2199 (A/C) do gene IL23R e
caracteristicas clinicas do Lupus

Caracteristicas N=95 Pacientes IL23R p OR (95% CI) p*
clinicas
AA AC+CC
Rash malar p 93 8 85
a 2 0 2 0,5508 - -
Rash Discoide p 36 4 32
a 59 4 55 0,4669  0,5818(0,1361-2,4874) 0,7213
Fotosensibilidade p 73 6 67
a 22 2 20 0,8981  1,1167(0,2089-5.9703) 0,7574
Ulcera Oral p 37 1 36
a 58 7 51 0,0843 4,9412(0,5823-41,9270) 0,2209
Artrite p 86 8 78
a 9 0 9 0,1966 - -
Desordens Renais p 43 6 37
a b2 2 50 0,0741  0,2467(0,0471-1,2919) 0,1631
Desordens D 21 3 18

Neurologicas 0,3005  0,4348(0,0949-1,9929)  0,5148

74 5 69

Serosite p 26 1 25
a 69 7 62 0,2897 2,8226(0,3300-24,1387) 0,5678

agfa:?oelggicas P 43 3 40
0,6427  1,4184(0,3190-6,3075) 0,9284

52 5 47

mundegess P 3 2 29
64 6 58 0,6231  1,5000(0,2849-7,8989) 0,9306

FAN p 85 7 78
a 10 1 9 0,8527 1,2381(0,1364-11,2412) 0,6805

p=presenca da caracteristica; a=auséncia da caracteristica; p=Teste G; p*=0dds Ratio.
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6. Discussao

O ldpus eritematoso sisttmico € uma doenca autoimune grave
caracterizada por inflamacgédo cronica, a producéo de autoanticorpos e danos a
multiplos 6rgéos (Jimenez et al., 2003). Com um numero crescente de citocinas e
quimiocinas identificadas e com a melhora da compreensdo dos seus papéis
biolégicos, estas moléculas passaram a ser colocadas como pecas chaves na
patogénese do LES ou como marcadores indiretos refletindo respostas imunes
desreguladas no LES (Adhya et al., 2011; Apostolidis et al., 2011; Davis et al.,
2011). O presente trabalho avaliou o papel de polimorfismos em genes de
citocinas pro-inflamatoérias na suscetibilidade, atividade e aspectos clinicos do
LUpus Eritematoso Sistémico.

No presente trabalho o polimorfismo -308(G/A) (rs1800629)do gene TNFa
mostrou-se estar associado com a susceptibilidade ao LES, no qual individuos
portadores do alelo A tem um risco trés vezes maior para o desenvolvimento da
patologia (OR = 3,3889; p=0,0009). Nossos dados corroboram com outros
estudos realizados em diferentes populacdes como colombianos (Guarnizo-
Zuccardi et al., 2007), mexicanos (Jiménez-Morales et al., 2009), asiaticos (Ma et
al., 2010) e caucasianos (Parks et al., 2004), nos quais encontraram associacao
entre o polimorfismo e o desenvolvimento do LES.

Contudo, outros estudos analisaram o polimorfismo -308 (G/A) e LES em
diferentes populagbes tendo sido encontrado resultados contraditérios. Em
mexicanos (Zufiga et al., 2001), afro-americanos (Parks et al., 2004), tailandeses
(Hirankarn et al., 2007) e portugueses (Santos et al.,, 2011) os estudos néo

mostraram associac¢ao entre o polimorfismo TNF -308 e LES. Assim, € importante
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especular que os resultados contraditérios possam ser atribuidos as diferentes
distribuicbes alélicas dos grupos étnicos avaliados, associado a possiveis
influéncias ambientais distintas.

Varios SNPs (-238, -308, -857, -863 e -1031) localizados no interior da
regido promotora do gene do TNF tém sido estudados e alguns deles estédo
associados com alteracbes nos niveis de TNF, podendo influenciar na
susceptibilidade e gravidade de doencas, sendo polimorfismos Uteis e funcionais
para estudos de associacdo com doenca (Lee et al., 2006; Azizah et al., 2004;
Zuaiiga et al., 2001; Parks et al., 2004; . Tobon et al., 2005; Hirankarn et al., 2007;
Asghar et al., 2004). No entanto, o SNP -308 (G/A) € o melhor descrito por estar
em uma posicdo que modifica a sequéncia consenso para o sitio de ligacdo do
fator de transcricdo AP-2 o que pode acarretar em aumento da expressdo do
TNFo (Rhoades et al, 1992) e como consequéncia, acentuar a reacdo
inflamatéria caracteristica da doenca.

No presente trabalho foi observada associagéo entre o desenvolvimento de
Serosite com a presenca do polimorfismo -308(G/A) do TNFa. A Serosite é uma
inflamacéo dos tecidos serosos do corpo, os tecidos que revestem os pulmdes
(pleura), coracao (pericardio), do revestimento interno do abdémen (periténio) e
orgaos internos, sendo um achado comum entre a vasta gama de manifestacfes
de pacientes com LES. O progndstico de serosite em lUpus é geralmente bom,
mas em alguns casos, pode ser fatal (Man & Mok, 2005; Zhou et al., 2009).

Este € o primeiro trabalho a apresentar associagdo entre o polimorfismo
-308 (G/A) e a Serosite. Outros estudos que avaliaram o polimorfismo -308 (G/A)

do gene TNFa em pacientes com LES e desenvolvimento de manifestacbes
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clinicas do LES e ndo encontrando associacao (Parks et al., 2004; Suarez et al.,
2005; Tobon et al., 2005; Hirankarn et al., 2007).

Além disso, nossos resultados sugerem que o polimorfismo -308 (G/A) do
gene TNFa esta associado a suscetibilidade ao LES. Desta forma, podemos
concluir que este SNP apresenta um importante papel na suscetibilidade e na
patogénese do LES, provavelmente por acentuar a resposta inflamatéria em
individuos portadores do alelo associado a maior producédo da citocina.

N&o existem dados na literatura que avaliem a associagdo entre o
polimorfismo na regido -330 (T/G) do gene da IL2 e LES. Quando analisada a
distribuicdo genotipica do polimorfismo entre pacientes e controles, observou-se,
no presente estudo, que o gendtipo TT conferiu trés vezes mais risco no
desenvolvimento do LES (OR=3,612; p=0,0011). Estudos mostram que individuos
com LES apresentam baixos niveis de IL2 (Solomou et al., 2001; Crispin &
Tsokos, 2008) e que o gendtipo TT é descrito com um baixo produtor de IL2 (John
et al., 1998).

A IL2 é essencial tanto para a inducdo quanto para a supressdao da
resposta imune. Células T de pacientes LES positivo produzem IL2 em menor
quantidade, fato este que contribui para a susceptibilidade a infec¢cées e aumento
no tempo de vida de linfécitos autorreativos (Nelson, 2004). Assim, nossos
resultados corroboram com a ideia de que o gendtipo de baixa producéo de IL2 é
um fator de risco no desenvolvimento do LES.

Nossos resultados estdo em concordancia com outros estudos que
também encontraram associagéo ao avaliar polimorfismo -330 (T/G) do gene IL2
com o desenvolvimento de doencas autoimunes. Shahbazi e colaboradores

(2010) mostraram um significativo aumento na frequéncia do alelo T e dos
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genadtipos TT/ e T/G em pacientes com esclerose multipla em relacdo ao grupo
controle.

Nossos dados apontam um efeito protetor do alelo G no desenvolvimento
do Lupus. Cavanillas et al. (2010) encontraram uma maior frequéncia do alelo G
na populacao controle saudavel comparada a populacdo com esclerose multipla,
e Pyo et al. (2003) também encontraram uma maior frequéncia do alelo G na
populacdo coreana de individuos saudaveis sem historico de doencas
autoimunes.

Por outro lado, resultados contraditorios mostram a associacdo do alelo G
com o desenvolvimento de doencas autoimunes. Um estudo realizado na Coreia
mostrou que o alelo G do polimorfismo -330(T/G) do gene IL2 est4 associado com
o desenvolvimento de Psoriase (Kim et al., 2007), e um estudo realizado em uma
populacao turca aponta que o gendtipo TT € demonstrado como fator de protecao
para o desenvolvimento da doenca de Beceht (Ylcel et al., 2013). Esta oposicao
de resultados pode ser devido a diferencas étnicas das populacbes estudadas,
assim como, a IL2 pode influenciar de forma distinta o aparecimento e progressao
de diferentes doencas autoimunes sendo um fator indutor para algumas e protetor
para outras.

Além disso, estudos mostram a ndo associacao do SNP rs2069762 com o
desenvolvimento de doencas autoimunes. Um estudo realizado em uma
populacdo espanhola analisou que esse SNP ndo esta associado com o
desenvolvimento de Esclerose Mdltipla (Fedetz et al., 2009), enquanto que um
outro realizado em uma populacdo polonesa, mostrou auséncia de associacao

com o desenvolvimento de diabetes Tipo 1 (Fichna et al., 2013).
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Na avaliacdo da associacdo entre a presenca do polimorfismo com os
aspectos clinicos dos pacientes com LES, foi observado que o genétipo TG foi
associado com a positividade para o FAN (OR=3,612; p=0,0011). Apesar da
frequéncia do genotipo TG ser mais significativa em pacientes com serosite, esta
apresentou apenas uma tendéncia no desenvolvimento da caracteristica
(OR=3,7456; p=0,0562).

O genotipo TG é caracterizado por maior producdo de IL2 em relacédo ao
genadtipo TT (John et al., 1998). A IL2 ativa células T CD8+ citotoxicas (Kim et al.,
2006), assim uma maior producdo de IL2 acarretaria em uma maior ativacao
dessas células, o que pode consequenciar em um aumento da exposicdo de
dsDNA as células efetoras (Ardoin & Pisetsky, 2008), e consequentemente,
aumento dos niveis de FAN.

Um estudo realizado por Lin e colaboradores (2008) em uma populacéo de
Taiwan, avaliou a associacdo entre o SNP rs2069763, também localizado no gene
IL2 e o Lupus Eritematoso, no qual foi observada associacdo entre este
polimorfismo e duas caracteristicas clinicas, Rash Discéide e Fator Antinuclear.
Até 0 momento este o Unico trabalho a avaliar o papel de polimorfismo da
interleucina 2 com o desenvolvimento das caracteristicas clinicas do Lupus.

Por outro lado, h& estudos que mostram a falta de associacéo entre o SNP
-330(T/G) com o desenvolvimento de doencas autoimunes. Em um estudo
realizado em uma populacdo espanhola com individuos com esclerose multipla,
foi observado que este polimorfismo néo € fator de risco para o desenvolvimento
da doenca (Fedtz et al., 2009). Queiroz e colaboradores (2009) também néo
encontraram associagdo com o polimorfismo e o desenvolvimento de doenca de

Crohn em uma populacdo brasileira. Desta forma, pode-se deduzir que a
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susceptibilidade do polimorfismo -330(G/T) do gene IL2 pode variar de acordo
com o tipo da doenca, provavelmente devido as diferentes vias de sinalizacdo e
tipos celulares envolvidos nas patologias.

A IL12B é uma citocina proéinflamatoria que ativa a diferenciacéo de células
naive em células Thl (Trinchieri & Sher, 2007), o que traz como consequéncia a
producao de IL2 pelas células T ativadas (Lowental et al., 1985).

No presente estudo, observou-se que o0 genotipo CC (OR=8,2344;
p=<0,0001) e o alelo C (OR= 3,3153; p=0,0012) do polimorfismo 3’ UTR +1188
(A/C) do gene IL12B (rs3212227) conferiram risco no desenvolvimento do Lupus.
Os dados de nosso estudo corroboram com os resultados de Metiva et al., (2012)
gue encontrou associacao entre o polimorfismo rs3212227 e o desenvolvimento
do LES em uma populacdo da Bulgéaria.

Pelo fato deste polimorfismo estar associado ao aumento da producédo de
IL12B (Seegers et al., 2002), e esta interleucina ser um potente indutor da
resposta inflamatoria por acentuar a resposta Thl, é possivel que com a presenca
do alelo C ocorra o aumento do processo inflamatério associado ao
reconhecimento de auto antigenos (caracteristicos do LES).

Outros estudos mostram associagao entre o polimorfismo 3'UTR +1188
(A/C) do gene IL12B com o desenvolvimento de outras doencas autoimunes. O
alelo C confere risco no desenvolvimento de espondilite anquilosante (Wong et
al., 2012). Oka e colaboradores (2013), estudando pacientes japoneses com
psoriase, encontraram associacdo entre 0 SNPs rs3212227 do gene IL12B e o
desenvolvimento da doenca. Além disso, Tsunemi e colaboradores (2002),
também em uma populacéo japonesa, encontraram associagao entre o SNP e o

desenvolvimento de dermatite atopica. Chen e colaboradores (2011) observaram
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associacao entre o polimorfismo e o desenvolvimento de asma na avaliacdo de
pacientes chineses.

Contudo, Sanchez et al. (2005) ndo encontrou associacdo entre o
polimorfismo 3'UTR +1188 (A/C) do gene IL12B e o desenvolvimento do LES em
uma populacdo espanhola. Similarmente, estudos mostram auséncia de
associacdo deste polimorfismo com outras doencas autoimunes, tais como,
doenca celiaca (Seegers et al., 2003), doenca inflamatéria do intestino ( Glas et
al., 2012), esclerose mudltipla (Liu et al., 2014), Psoriase (Boca et al.,, 2013) e
diabetes tipo | (Johansson et al., 2001; Nistico et al., 2002).

Em relacdo a atividade e caracteristicas clinicas da doenca, nado foi
observada diferenca significativa na distribuicdo dos gendtipos entre os subgrupos
de atividade, bem como dos aspectos clinicos. Os resultados sugerem que o
polimorfismo por si s6 ndo tem a capacidade de influenciar na evolucdo da
doenca.

No presente trabalho foram analisados dois polimorfismos dos dois
principais genes da familia IL17, os SNPs -197(G/A) do gene IL17A (rs2275913) e
7488 (A/G) do gene IL17F (rs763780). Nao ha estudos anteriores que examinam
o papel destes polimorfismos com o desenvolvimento de Idpus e suas
caracteristicas clinicas, sendo este o primeiro a tentar descrever esta associagao,
contudo, existem estudos que associam ambas as citocinas com o0
desenvolvimento de varias doencgas autoimunes, incluindo a esclerose mdltipla, a
artrite reumatdide e IUpus eritematoso, em que 0S pacientes expressam
quantidades elevadas de IL17 (Frisullo et al, 2008; Ziol-Kowska et al, 2000;.

Doreau et al. , 2009;. Mok et al 2010)
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No presente estudo, a distribuicdo genotipica dos grupos de pacientes e
controles para os SNPs rs2275913 e rs763780 ndo se apresentaram de acordo
com o equilibrio de Hardy-Weinberg. Isto pode ser devido a composicdo genética
da populacdo estudada, ja que as distribuicbes dos gendtipos entre os varios
grupos étnicos do mundo varia substancialmente. O Brasil tem uma populacao
altamente miscigenada devido aos varios grupos migraram e migram de varias
partes do mundo e se estabelecem aqui. Além disso, nossos pacientes e
controles foram coletados em um centro de referéncia que atende varias cidades
localizadas no nordeste brasileiro, muitas vezes separadas por centenas de
quildmetros. Portanto, nossa populacdo ndo € caracterizada como panmitica, um
critério requerido para que se atinja o equilibrio de Hardy-Weinberg.

A IL17A é uma citocina pré-inflamatéria, e niveis elevados desta citocina
tém sido encontrados em pacientes com LES (Tanasescu et ai, 2010; Mok et al,
2010; Wong et al, 2008). Além disso, outros estudos demonstram que o alelo A do
SNP rs2275913, situado na regidao promotora do gene IL17A, se associa com 0
aumento da producao desta citocina (Espinoza et al, 2011;. Saraiva et al, 2013).
Para a populacao estudada, o alelo A do polimorfismo -197(G/A) do gene IL17A
mostrou associacdo com o desenvolvimento de LES (OR= 2.0186; p=0.0165),
mostrando que existe uma possivel relacao entre a presenca do alelo mutante e o
risco de desenvolvimento do LES, possivelmente por aumentar a expressao de
IL17A, acentuando assim, a resposta imune nos pacientes.

Em concordancia com nossos resultados, outros estudos encontraram
associacado entre o SNP -197(G/A) do gene IL17A com o desenvolvimento de

doencas autoimunes como a asma (Maalmi, et al., 2014), doenca autoimune da
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terdide (Yan et al., 2012), colite ulcerativa (Arisawa et al., 2008) e uma discreta
associacdo com artrite reumatoide (Nordang et al., 2009).

Em contrapartida, outros estudos mostram a auséncia de associacao deste
polimorfismo com o desenvolvimento de doencas autoimunes como sindrome
primaria antifosfolipidica (Popovic-Kuzmanovic et al., 2013), neuromielite Optica
(Wang et al., 2012), doenca de Beceht (Shu et al., 2010) e doenca inflamatéria
intestinal (Zhang et al., 2013).

Da mesma forma, o SNP rs763780 do gene IL17F, também se mostrou
associado com o desenvolvimento do Lupus entre os grupos analisados
(OR=3.1163; p=0.0008). Mais uma vez, ndo encontramos até a presente data,
dados na literatura que analisem este polimorfismo com LES. Por outro lado,
encontramos resultados controversos em estudos de associagcdo entre este
polimorfismo com outras doencas autoimunes. Alguns trabalhos encontraram
associacdo entre o SNP rs763780 e o desenvolvimento da doenca de Graves
(Guo et al., 2013), da doenca autoimune da tiredide (Yan et al., 2012), asma (Qian
et al, 2012), trombocitopenia imune cronica (Saitoh et al, 2011) e artrite
reumatdide (Paradowska-Gorycka, et al., 2010). Contudo, outros estudos
mostraram um efeito protetor deste polimorfismo no desenvolvimento da asma
(Kawaguchi et al. 2006), doenca inflamatoria do intestino (Chen et al., 2009) e
doenca de Behget (Shu et al. 2010).

Estas diferentes associacbes entre os SNPs rs2275913 da IL17A e
rs763780 da IL17F em diferentes doencas autoimunes, podem ser devido as
diferentes vias de sinalizacdo envolvidas em cada uma das doencas, diferencas

nos tecidos acometidos e também aspectos étnicos.
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Apesar dos polimorfismos rs2275913 do gene IL17A e rs763780 do gene
ILL7F ndo estarem associados com 0s aspectos clinicos e com a atividade do
LES, os dados mostram que estes SNPs podem ter influéncia na susceptibilidade
da doenca.

O gene IL23R codifica uma proteina transmembrana que pareia com
proteina IL12-Rp1, formando o receptor da IL23 (Parham et al., 2002). A IL23 é
uma citocina pro-inflamatoéria que faz parte da via de sinalizacdo da linhagem
Thl7, estimulando sua proliferacdo e estabilizacdo na resposta inflamatéria
(Gutcher et al., 2011).

As analises de associacéo entre o polimorfismo +2199 (A/C) do gene IL23
(rs10889677) e a susceptibilidade ao LES mostraram que o alelo C confere 7
vezes mais risco no desenvolvimento da doenga (OR=7,25;p=<0,0001). O alelo A
esta associado com aumento na producédo da IL23R, estando também associado
ao desenvolvimento da doenga autoimune do intestino (Zwiers et al., 2012).
Porém, o alelo C esta associado com maior proliferacdo de células T quando
comparado ao alelo A (Zheng et al., 2012), sendo provavelmente este o fator de
susceptibilidade no desenvolvimento do lUpus por estar associado a uma maior
acentuacéao da resposta imune.

Corroborando com nossos achados, alguns estudos o associaram com o
SNP rs10889677 com o desenvolvimento doencas autoimunes como artrite
reumatoide (Farago et al., 2008; Szabo et al., 2013), doenca de Chron (Farago et
al., 2008; Safrany et al., 2010; Szabo et al., 2013), espondilite anquilosante
(Szabo et al., 2013), psoriase (Szabo et al., 2013) e doenca de Grave (Huber et

al., 2008).
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Por outro lado, Safrani e colaboradores (2010) ao avaliar uma populagcéo
LES positiva da Hungria, ndo encontraram associacao entre o polimorfismo 2199
(A/C) do gene IL23 com o desenvolvimento da doenca, da mesma forma foi
observado por Chen e colaboradores (2013) ao avaliar uma populacdo chinesa.
Além disso, este mesmo polimorfismo néo foi associado ao desenvolvimento da
sindrome de Sjogen (Safrani et al., 2009), esclerose multipla (Liu et al., 2014) e
espondilite anquilosante (Qian et al., 2013).

Os resultados mostram auséncia de associacdo do polimorfismo do gene
IL23R com o a atividade da doenca e o desenvolvimento de caracteristicas
clinicas, sendo o mesmo encontrado para os polimorfismos rs2275913 do gene
IL17A e rs763780 do gene IL17F. Portanto, fica evidenciado que os trés genes
que regulam a resposta da linhagem Th17 (IL17A, IL17F e IL23R) apresentam
uma associacdo conjunta na susceptibilidade ao desenvolvimento do LES, o que
sugere uma associacdo desta linhagem celular, e consequentemente seus
mediadores imunolégicos com a patologia.

Nenhum dos polimorfismos avaliados neste trabalho mostrou-se associado
com a atividade do LES. A andlise do polimorfismo por si s6 ndo considera as
influéncias ambientais, psicologicas e genéticas na atividade da doenca. Assim,
seria necessaria uma andlise holistica que envolvam todos estes fatores
juntamente com 0s aspectos genéticos para retratar a real influéncia dos
polimorfismos na atividade do LES.

Por fim, com os dados expostos, pdde-se observar que todos o0s
polimorfismos avaliados neste trabalho se apresentaram associados com a
susceptibilidade ao Lupus, o que sugere que SNPs em genes de interleucinas
pré-inflamatérias sdo fatores de risco para o desenvolvimento do LES na

populacdo do Nordeste brasileiro.
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7. Conclusdes

Os polimorfismos 1L2 -330 (T/G) (rs2069762), 1L12 3'UTR +1188 (A/C)
(rs3212227), IL17A -197(G/A) (rs2275913), IL17F +7488 (A/G) (rs763780),
IL23R +2199 (A/C) (rs10889677) e TNFa -308 (G/A) (rs1800629) estdo
associados a susceptibilidade do LES;

Nenhum dos polimorfismos avaliados no estudo mostrou associagdo com a
atividade da doenga;

Quanto as caracteristicas clinicas, o polimorfismo -308(G/A) do gene TNF«a
mostrou-se associado ao desenvolvimento de Serosite e o polimorfismo
3'UTR +1188 (A/C) do gene IL12B esta associado com a presenca de FAN
e apresentou uma tendéncia para o desenvolvimento da Serosite;

Os polimorfismos -330(T/G) do gene IL2, -197(G/A) do gene IL17A,
+7488(A/G) do gene IL17F e +2199(A/C) do gene IL23R n&o se mostraram
associados com o desenvolvimento das caracteristicas clinicas do Lupus

Eritematoso Sistémico.
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Anexo A — Parecer do Comité de Etica e Pesquisa da UFPE

2’ VIA

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N°. 011/2011 - CEP/CCS Recife, 03 de maio de 2011

Registro do SISNEP FR - 224519

CAAE - 0290.0.172.000-08

Registro CEP/CCS/UFPE N° 299/08

Titulo: “Lapus eritematoso sistémico e comorbidade psiquiatrica”

Pesquisador Responséavel: Nadja Maria Jorge Asano

>

Senhora Pesquisadora:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e
analisou, de acordo com a Resolugdo N.° 196/96 do Conselho Nacional de Saude, o protocolo
de pesquisa em epigrafe, aprovando-o e liberando-o para inicio da coleta de dados em 10 de
dezembro de 2008.

Ressaltamos que o pesquisador responsavel devera apresentar relatério anual da
pesquisa.

Atenciosamente

A
Doutoranda Nadja Maria Jorge Asano
Programa de P6s-Graduag&o em Neuropsiquiatria e Ciéncias do Comportamento - CCS/UFPE

Av. da Engenharia, s/n - 1° Andar, Cid. Universitaria, CEP 50740-600, Recife - PE, Tel/fax: 81 2126 8588;
www ufpe briccs; e-mail: cepccsgurpe.br
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Anexo B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM
NEUROPSIQUIATRIA E CIENCIAS DO COMPORTAMENTO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: “LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO E COMORBIDADE

PSIQUIATRICA”
Pesquisadora Responsavel: Nadja Maria Jorge Asano
Telefones: (81) 2126-3575/ (81) 87662698
Local do Estudo: Ambulatério de Reumatologia e de Psiquiatria do Hospital
das Clinicas da UFPE
Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, s/n Cidade Universitaria

Universidade Federal de Pernambuco - Hospital das Clinicas
1°.andar - CEP 50.670-901 - Recife-PE
Prezada Senhora,

Gostariamos de convida-la a participar como voluntaria desta pesquisa realizada no
ambulatério de reumatologia e de psiquiatria do Hospital das Clinicas, através de fichas, escalas
de avaliagéo e exames laboratoriais, para estudar a doenca: LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO
e as manifestagdes psiquiatricas relacionadas a esta doenca.

As manifesta¢des psiquiatricas podem estar presentes no LUpus Eritematoso Sistémico
em qualquer fase da doenca e necessita de acompanhamento e tratamento especializado.

Descricdo do estudo : Neste estudo, nGs vamos preencher uma ficha para cada paciente
contendo identificacdo do paciente, perguntas sobre inicio e duragdo da doencga, quais foram os
exames que levaram ao diagnéstico, quais sdo as medica¢des usadas e se ha outras doencas
associadas. A paciente serd agendada pela pesquisadora em dia fora da consulta programada no
ambulatério de Reumatologia para participar de uma entrevista no ambulatério de Reumatologia,
uma avaliacdo no ambulatério de Psiquiatria (neste mesmo dia) e coleta de exames de sangue e
de urina. A avaliacdo em reumatologia durara em torno de 40 minutos e a avaliagdo psiquiatria
durara em torno de 40 minutos.

Riscos: Os possiveis riscos que este tipo de estudo pode trazer sdo: constrangimento
(durante as respostas das questfes da entrevista) e desconforto (devido a duragédo das perguntas
e coleta de sangue). Porém, as perguntas poderdo ser interrompidas ho momento em que a
senhora desejar.

Beneficios: Este estudo proporcionara grandes beneficios aos seus participantes, pois
através das fichas de avaliacdo, a paciente podera ser beneficiada com um diagnéstico mais inicial
das manifestacdes psiquiatricas decorrentes do Lupus Eritematoso Sistémico recebendo as
devidas orientagBes e futuros encaminhamentos para a avaliagdo e tratamento especifico no
ambulatério de psiquiatria do Hospital das Clinicas caso seja necessario.

Sigilo: Esclarecemos que sera garantido o sigilo do nome do participante. Apenas 0s
pesquisadores terdo acesso aos termos de consentimento e resultados. Participacao Voluntaria: A
participacdo € voluntaria, ou seja, a senhora nao receberd nenhum tipo de pagamento para
participar desta pesquisa. O dinheiro gasto com o transporte, para ir a universidade e participar
dos testes, sera ressarcido em espécie, imediatamente a sua despesa.

A sra. tem o direito de ser mantida atualizada sobre os resultados parciais da pesquisa, e
caso seja solicitado, daremos todas as informacdes que
solicitar.

NOs nos comprometemos a utilizar os dados coletados somente para pesquisa € 0s
resultados serdo veiculados através de artigos cientificos em revistas especializadas e/ou em
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encontros cientificos e congressos, sem nunca tornar possivel sua identificacdo. As fotos do
procedimento seréo tratadas de forma a garantir o sigilo da sua identidade, utilizando para isso
uma tarja preta no rosto.

Se a senhora concordar em colaborar voluntariamente com a pesquisa e se nao tiver
nenhuma duvida, gostariamos que assinasse este termo. Mesmo assinando, a senhora podera
recusar e/ou retirar o consentimento de participar da pesquisa a qualquer momento sem prejuizo
para ambas as partes.

PARA OBTER INFORMACOES ADICIONAIS

Vocé receberda uma copia deste termo no qual consta o telefone da pesquisadora
responsavel, podendo tirar suas davidas a respeito do projeto e sua participacdo, agora ou a
qualquer momento. Pesquisadora responsavel: Nadja Maria Jorge Asano (NOME COMPLETO)
Telefone (81) 3441-2698/ (81) 8766-2698 (INCLUSIVE PARA LIGACOES A COBRAR).

DECLARACAO DO VOLUNTARIO

Acredito ter sido suficientemente informada a respeito do que li ou do que foi lido para
mim, descrevendo o estudo: LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO E COMORBIDADE
PSIQUIATRICA

Ficaram claros quais sdo os propésitos, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos, beneficios e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes.

Autorizo a utilizagdo de minhas fotos para andlise dos dados. Estou ciente de que minha
identificacdo, que ficard reservada e caso seja necessaria a divulgacdo da fotografia, esta
apresentara uma tarja preta em meu rosto, evitando desta forma a minha identificagdo.

Ficou claro também que minha participagéo é isenta de despesas e que tenho garantia de
acesso aos resultados e de esclarecer minhas duvidas a qualquer tempo. Concordo
voluntariamente em participar desta pesquisa e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidade ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio
que eu possa ter adquirido.

Assinaturas:

Voluntario:

Testemunhas:

Pesquisador: Data: / /
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Y ic lupus eryth (SLE) is an autoimmune disease characterized by the production of anti-
bodies to components of the cell nucleus in association with a diverse array of clinical manifestations.
Polymorphisms in cytokines genes may play an important role in the development and clinical manifes-
tation. Due to this, there is a great interest in the identification of biomarkers that which could quantify
the susceptibility and disease activity. A case-control study of 98 lupus cases and 76 lupus-free adults
controls, was performed to analyze or not the poly ism of the TNF-ar gene promoter at
positions —308 G/A would alter the risk for SLE and clinical manifestations. Genotyping was carried
out by polymerase chain reaction, PCR products were digested by Ncol restriction enzyme and fraction-
ated after on 2% Aga gl and visualized posterionly ing by ethidi ide. There were signif-
icant differences in the distribution of the TNF-a gene polymorphism between the SLE and control
groups. Individual carriers of the variant allele A had a 3.29 (95% Cl: 1.7738-6.1325)-fold increased risk
for SLE. Moreover, association was abserved between SLE patients and serositis (P= 0.0228). This study
presents a preliminary evidence of association between TNF-a polymorphism and SLE susceptibility in

the Northeast population from Brazil.

© 2012 American Society for Histoc

ibility and ics. Published by Elsevier Inc. All rights

reserved.

1. Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic and systemic
autoimmune disease with a complex pathogenesis involving
multiple genetic and environmental factors. The disease is charac-
terized by autoantibody production, abnormalities of immune-
inflammatory system function and inflammatory manifestation in
several organs. However, the complete etiology of SLE is stll
unknown |1,2]. SLE has long been appreciated to arise from both
genetic and environmental factors. The contribution of these two
factors may differ between individuals, but the resulting malfunc-
tions in the immune system and the production of ibodi

involved. These manifestations occur to a variable extent in the
individual patient and their activity can change over time [4].
Currently, disease activity in SLE can be assessed using disease
activity indices, such as the SLE activity index (SLEDAI), systemic
lupus activity measure (SLAM), and British Isles Lupus Assessment
Group (BILAG) [5].

Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) is critical in the regulation
of inflammation by inducing a cascade of various inflammatory
cytokines, chemokines, and other growth factors [6]. The TNF-o
gene is located on chromosome 6p21.3, within the class IIl region
of MHC [7]. TNF-a is a cytokine that plays an important role in

plays a pivotal role in the pathogenesis of SLE [3].

Consi with the sy ic nature of SLE, the clinical manifes-
tations of this disease are diverse, with the skin, joints, kidneys,
nervous system, serosai surfaces, and biood eiements prominentiy

# Corresponding author. Address: Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmdos,
Zip Code: 52171-900 Recife, PE, Brazil.
E-mail address: prsouza30@zmail.com (P.RE de Souza).

0198-8859/$36.00 - see front matter © 2012 American Seciety for Hi:

the path is of SLE. Genetic variation in the promoter region
of TNF-a has been associated with different phenotypic expres-
sions, and a wide range of autoimmune diseases [8]. A change
G-to-A single nucleotide polymorphism (SNP) at position —308,
directiy affects gene regulation and has been associated with al-
tered transcriptional activity of TNF-a in various disorders [9,10].
Actually, this SNP is functionally relevant, and the TNF-308 A allele
(TNF2) is related to higher transcriptional activity {11]. Because of
this, the A allele has been associated with the risk of SLE [12].

http://dx doi.org{10.1016/j.humimm.2012.07.336
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Previous studies have been associated TNF-x polymorphisms and
susceptibility or activity of SLE in different populations [13].
TNF2 is part of the extended haplotype HLA-A1-B8-DR3-DQ2
[14] associated with high TNF- preduction [15,16] and with pre-

ition to several immune di Nevertheless, an in-
creased risk of developing SLE, independent of the HLA-DR
genotype, has been reported for carriers of TNF2 allele in Caucasian
[17.18], African Americans [19], Chinese [20], North American
white [21], Colombian |22] and Mexican [23] populations.

The understanding of the cytokine participation in SLE does not
only provide a better comp ion into the pathogenesis of SLE
but also sheds’ light on various clinical applications. Some
cytokines, such Tumor Necrosis Factor-alpha, can serve as bio-
marker to monitor disease activity and predict disease severity
124,25,13]. The aim of this study was to establish the association be-
tween TNF-o gene polymorphism (—308 G/A) and SLE in Brazilian
population and evaluate the relation ameong this polymorphism
with the activity and the clinical manifestations of SLE.

2. Materials and methods
2.1. SLE patients and healthy controls

Blood samples were collected from 98 female SLE patients from
the Rheumatology Clinic of the Hospital das Clinicas de Pernam-
buco, Universidade Federal de Pernambuco and 76 female healthy
volunteers, with a mean age of 32.06 + 6.8 years and 32.00 + 14.5
years, respectively. The patients were diagnosed according to the
criteria of the American College of Rheumatology. The Ethics Com-
mittee of the Health Sciences Center of Universidade Federal de Per-
nambuco approved the study (protocol 299/2008), and written
informed consent was obtained from all subjects.

2.2. Disease activity

Disease activity was evaluated according to the Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index (Modified SLEDAI 2k) | 26] for
all 98 SLE patients (Table 2). Three stages of SLE were considered as
a function of the SLEDAI score: inactive SLE when SLEDAI = 0, mild/

moderate activity SLE when SLEDAI was between 1 and 7, and se-
vere activity SLE when SLEDAI >8.

2.3. Genotyping

Genotyping of the single nucieotide polymorphisms in the pro-
moter region of the TNF-a gene (—308 G/A) was carried out by
polymerase chain reaction. Primer sequences (forward primer 5'-
AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3; and reverse primer: 5'-TCCTCC
CTGCTCCGATTCCG-3") were used. Each PCR contained 200 ng
genomic DNA in a final volume of 15.0 pl reaction which included
1.0 pmol of each primer, 1 x Gotag” ColorLess Master Mix (PROME-
GA). PCR was performed on an automated DNA thermal cycle
(Mastercycler personal, Eppendorf) with procedure as follows:
initial denaturation at 94 °C for 3 min, 30 cycles of amplification
consisting of denaturation at 94 °C for 1 min, annealing at 52 °C
for 1 min, extension at 72 °C for 1min and in the last cycle, exten-
sion was prolonged to 5 min |27]. The PCR products were digested
using 2 unit/pl of Ncol restriction enzyme in a total volume of
25 ul, containing 8 p! of PCR product in supplied buffer. The mix-
ture was incubated at 37 °C for 16 h. For the —308 G/A, the PCR
product size was 107 bp. After digestion, the PCR product with G
and A allele was digested to 3 fragments of 107, 87 and 20 bp.
The PCR product with G allele was digested o 2 fragments of 87
and 20bp. The PCR product with A allele was digested to 1
fragment of 107 bp. The digested PCR product was fractionated
on 2% Ag: gel and visualized after staining by ethidium
bromide.

2.4. Statistical analysis

The genotype distributions and allelic frequencies for the TNF-o
gene polymorphisms for SLE patients and controls were compared
using the chi-sq d test. Results were ¢ d statistically
significant when the probability of findings occurring by chance
was less than 5% (P<0.05). The odds ratios (OR) were calculated
from genotypic frequency and allelic frequency with a 95%
confidence interval (ClI) for the TNF-o gene polymorphisms.

Table 1
Genotypic distribution and allelic frequencies of the TNF-x promoter polymorphism (~308 G/A) in patients with systemic lupus erythematosus (SLE) and
controls.
‘TNF-o Promoter SLE patients % (n=98) Controls % (n=76) 7 (P value) OR (95% CI) P
Genotype
GG 59.18 (58) 80.26 (61) Reference
GA 28.57 (28) 19.73 (15) 3.402 (0.0651) 1.9632 (0.9529-4.0448) 0.0957
A 1224 (12) 0(0) 11.512 (0.0007) =
GGIGA+AA 58/40 61/15 8.798 (0.003) 3.3889 (1.6767-6.8495) 0.0009
Allele
G 7346 (144) 90.13 (137} 15288 (0.0001) 32981 (1.7738-6.1325) 0.0002
A 26.54 (52) 987 (15)

#* - Chi-square test; P value of %% OR - odds ratio: CI - confidence interval; P* — P value of odds ratio.

Bold characters mean significant values.

Table 2

Genotypic distribution of the TNF-x promoter polymorphism (308 G/A) in patients with systemic lupus erythematosus (SLE) and severity.
TNF-o Promoter N=98 GG % (n=58) GA % (n=28) AA X (n=12) 72 (P value)
Severity
Inactive 3 36.20 (21) 4642 (13) 25.00 (03) Reference
Mild/moderate 25 2413(14) 25.00 (07) 33.34(04) 1.060 (0.5886)
Severe 36 3965 (23) 28.57 (08) 41.67 (05) 1.768 (0.4131)

x* - Chi-square test; P value of 7%

eryth Hum
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Table 3
Genotypic di of the TNF-a (—308 G/A) in patients with systemic lupus erythematosus (SLE) and clinical features
Clinical features N=98 Patients % (P Value) OR (95% C1) P
GlG% (m) G/A+A/A% (n)

Malar Rash P 68 40 28 0.012(0913) 0.95 (0.396-2.286) ns
a 30 138 12

Discoid rash P 37 26 1 3.025 (0.082) 0.47 (0.196-1.109) ns
a 61 32 29

Photosensitivity P 74 Aad 30 0.010 (0.922) 1.27 (0.492-3.291) ns
a 24 14 10

Oral ulcers P 40 26 4 0.946 (0.330) 0.66 (0.288-1.520) ns
a 58 26 26

Arthritis P 88 53 35 0389 (0.532) 0.66 (0.178-2.450) ns
a 10 5 5

Renal disorder P 47 28 19 0.059 (0.807) 0.90 (0.404-2.026) ns
a 51 30 21

Neurologic disorders P 26 18 8 1.479 (0.224) 0.56 (0214-1.442) ns
a 72 40 32

Serositis P 31 24 7 6.242 (0.012) 0.30 (0.114-0.791) 0.0228
a 67 34 33

Hematological disorders ] 59 32 27 1.502 (0.220) 1.69 (0.728-3.908) ns
a 39 26 13

Immunologic disorders il 32 19 13 0.001 (0.978) 0.99 (0418-2.334) ns
a 66 39 27

FAN P 86 51 35 0.004 (0.949) 0.96 (0.282-3.272) ns
a 12 7 5

P - Presence of characteristic; a - absence of characteristic; > - Chi-square test; Pvalue of 7: OR - odds ratio of A x G alleles; CI - confidence interval; P*

- P value of odds ratio; ns - not significant.

3. Results

The frequencies of the genotypes of —308 G/A of TNF-a in the
SLE and control groups are shown in Table 1. The distribution of
genotypes of TNF-o gene polymorphism at —308 G/A among
healthy controls was in agreement with the prediction under the
condition of Hardy-Weinberg equilibrium. However, the same con-
dition was not observed in SLE group. In the SLE group, 59.18% (58/
98) patients had the G/G genotype, 28.57% (28/98) patients had the
G/A genotype and 12.24% (12/98) patients had the A/A genotype. In
the control group, 80.16% (61/76) had the G/G TNF-a genotype,
19.73% (15/76) had the G/A TNF- genotype and none of the con-
trols had the A/A TNF-a genotype. The statistical analyses showed
significant differences in the distribution of polymorphism in the
promoter region of the TNF-o (—308 G/A) gene between the SLE
and control groups (Table 1). Therefore, when the relationship
between the allelic frequencies of the two groups was analyzed
(Table 1), a significant association was also observed for the A allele
(%% =15.288; P=0.0001; OR =3.298).

When we analyzed the genotypic distribution among the differ-
ent degrees of activity of SLE, there was no significant statistical
difference (Table 2).

In addition, clinical characteristics of SLE patients were ana-
lyzed, arthritis was the mast common feature, which was present
in 89.97% (88/98), followed by FAN, in 87.75% (86/98), photosensi-
tivity, in 75.51% (74/98), malar rash, in 69.38% (68/98), hematolog-
ical disorders, in 60.20% {59/98), oral ulcers, in 48.97% (48/98),
renal disorder, in 48.97% (48/98), discoid rash, in 37.75% (37/98),
immunologic disorder, in 32.65% (32/98), serositis, in 31.63% (31/
98), and neurolegic disorders, in 26.53% (26/98).

Clinical features of SLE were compared between TNF-308 G/G
and -308 G/A + A/A genotypes (Table 3) and except for the signifi-
cant association of development of serositis (%> = 6.242; P=0.012)
with the presence of minor allele A, clinical manifestations were
similar in both groups.

4. Discussion

Systemic lupus erythematosus is a multifactorial disease caused
by interaction of genetic risk factors and environmental events that
lead to disease initiation and progression, which can to affect many
organs. The levels of various cytokines have been found elevated in
SLE patients; so they have been considered essential elements in the
etiopathology of the disease |8]. TNF-a is a pro-inflammatory cyto-
kine involved in the severity of different immune-regulated diseases
including autoimmune, infectious, and malignant diseases |12].

It has been postulated that genetic polymorphisms affecting
cytokine transcription exist in the regulatory regions of proinflam-
matory cytokine genes, and that such polymorphisms may control
the level of inflammation. Several SNPs (—238, —308, —857, —863,
and —1031) within the promoter region of the TNF-a gene have
been studied and some of them are associated with altered levels
of circulating TNF and could influence in susceptibility and severity
of diseases, may be functional and prove useful for disease associ-
ation studies [12,20.28,21,29-31]. Among them, the best-described
polymorphism is located at nucleotide position —308 that modifies
the ¢ q e for a binding site of the transcription fac-
tor AP-2 [8].

Several studies analyzing the polymorphism —308 G/A and SLE
in different populations have found contradictory results. In Mex-
ican [28], African Americans [21], Thai [30] and Portuguese [32]
population did not show association between TNF-o —308 poly-
morphism and SLE. However, as like as our data in Colombian
{22], Mexican {23}, Asian [33] and Caucasian [21,34] population
was found association with this SNP. Thus, it is interesting to spec-
ulate that contradictory results might be attributed to different
ethnic origins.

TNF-o stimulates the production of inflammatory cytokines, en-
hances neutrophil activation and expression of adhesion molecules
and acts as a costimulator for T-cell activation and antibody pro-
duction. Accordingly, in vivo and in vitro studies demonstrated
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that high levels of TNF-o lead to exacerbation of the inflammatory
response [8]. Nevertheless, data concerning the serum levels of
TNF-a in patients with SLE are rather controversial. Ma et al. [35]
observed a higher level of TNF-o in the plasma of patients during
active disease. While other authors observed TNF-levels dimin-
ished as a function of disease activity [36-38].

Since the less common TNF2 allele was associated with high
cytokine production and linked to SLE pathogenesis in different
populations [23,21,33], we separated our patients into three
groups: inactive, mild/moderate and severe, in order to analyze if
this polymorphism could be influencing in the disease activity,
but statistical analysis showed no significant differences. Probably,
TNF-a, thought of relevance, may not provide a realistic picture of
their influence on the disease activity.

Some genetic studies observed an association between specific
polymorphisms and clinical features [ 20,30,39]. However, the asso-
ciations are still unclear. In a Taiwanese cohort, malar rash, discoid
rash, phetosensitivity, oral ulcers, serositis, and hematological dis-
orders were associated with the —308 G/A polymorphism [33].
While, Santos et al. [32] studying Portuguese Caucasian demon-
strated a significant increase to the development of nephritis in
carrying A allele patients. In the present study, was observed rela-
tionship with serositis. Serositis refers to inflammation of the ser-
ous tissues of the body, the tissues lining the lungs (pleura), heart
(pericardium), and the inner lining of the abdomen (peritoneum)
and organs within. Serositis is a common finding among the wide
range of manifestations of SLE patients. The prognosis of lupus
serositis is generally good, but in some cases, it can be life-threat-
ening. Approximately 16% of SLE patients have pleuritis andfor
pericarditis, but the effusion rarely causes ventilator or circulatory
repercussion. However, peritoneal serositis with ascites (known as
lupus peritonitis) is an extremely rare manifestation [40.41].

in contrast, other studies did not find the relationship between
TNF-o gene polymorphism (-308 G/A) in SLE patients and
development of clinical manifestations of SLE [21,29.30,42]. These
controversial results could be due to the genetic heterogeneity of
SLE in different ethnicities.

Our findings suggest that the TNF-x —308 polymorphism may
play an important role in the susceptibility and pathogenesis of
SLE in the Brazilian population.
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Abstract The pathogenesis of systemic lupus erythema-
tosus (SLE) is complex, with several susceptibility genes
and environmental factors involved in its development and
clinical manifestation. Currently, there is a great amount of
interest in the identification of biomarkers, as cytokines, that
can quantify the susceptibility of SLE, the risk of future
organ involvement, and association of their changes with
disease activity. To investigate the associations between
polymorphisms in the gene of Interferon gamma (IFN-v) and
in the promoter of the Interleukin-10 (IL.-10) gene and
SLE. The polymorphisms +874 T/A (rs2430561) in the
IFN-y gene and —1082G/A (rs1800896) in the IL-10

H. D. A. da Silva
Campus Garanhuns of Federal Institute of Pernambuco (Campus
Garanhuns/IFPE), Garanhuns, Brazil

H. D. A. da Silva - H. A. da Silva
Universidade Federal de Pernambuco (PPGG/UFPE), Teresina,
Brazil

A. P. da Silva

Laboratory of Biochemical Genetics and DNA Sequencing
Professora Tania Falcdo, Universidade Federal Rural de
Pernambuco (Genoma/UFRPE), Recife, Brazil

H. A. da Silva
Departament of Nutrition, Universidade de Pernambuco (UPE),
Santo Amaro, Brazil

N. M. J. Asano

Departament of Clinical Medicine, Faculty of Medicine,
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),

Cidade Universitari, Brazil

M. M. D. Maia - P. R. E. de Souza (b<))

Departament of Biology, Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois
Irmdos, Recife 52171-900, PE, Brazil

e-mail: prsouza30@gmail.com

Published online: 18 January 2014

promoter were determined in 99 SLE patients and 100 healthy
controls among women Brazilian using the refractory mutation
system polymerase chain reaction method. Disease activity
was assessed using the SLE activity index. There were sig-
nificant differences in the distribution of the genotype T/A in
IFN-y gene polymorphism (4874) (> = 7.168; P = 0.0074)
and the genotype G/A in IL-10 promoter polymorphism
(—1082) (z2 = 4.654; P = 0.0310) between the SLE and
control groups. However, no association was observed
between clinical features and the polymorphisms studied. This
study presents preliminary evidence for association between
IL-10 and IFN-y polymorphism and SLE susceptibility, but not
with clinical features in a Northeast population from Brazil.

Keywords Systemic lupus erythematosus - Cytokines -
IEN-y - IL-10 - Polymorphisms

Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a systemic auto-
immune disease characterized by several organ damage,
high titers of autoantibodies, and various clinical mani-
festations [1]. The pathogenesis of SLE is multifactorial,
with multiple susceptibility genes and environmental fac-
tors involved in its development [2, 3]. Consistent with the
systemic nature of SLE, the clinical manifestations of this
disease are diverse, with the skin, joints, kidneys, nervous
system, serosal surfaces, and blood elements prominently
involved. These manifestations occur to a variable extent in
the individual patient and their activity can change over
time [4]. Thus, there is a great deal of interest in the
identification of biomarkers that are responsible for the
onset and progression of the disease.
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In several cytokine genes, as IL6 [5], IL8 [6], IL10 [7],
TNF-a [8], IFN-y [9]. polymorphisms located within pro-
moter regions, mostly single nucleotide polymorphisms
(SNP), or microsatellites, have been described which affect
gene transcription, causing a high variations in cytokine
production and thus have been shown to be involved in the
susceptibility, severity and clinical features of SLE [5-9).

Interferon-gamma (IFN-y) is a cytokine which has been
implicated in the protection against intracellular organisms
and the development of autoimmune disease. IFN-y is a
key cytokine that controls Thil-dependent immune
responses, Concentrations of IFN-y are increased in SLE
patients, and the production of IFN-y by PBMCs from SLE
pati is significantly cor 1 with global disease
activity [10, 11]. A single-nucleotide polymorphism, T to
A, at position +874 in the first intron has been shown
previously associated with the IFN-y production level [12].
However, IEN-y gene (4874 T/A) SNPs which is related to
the high, intermediate and low responder phenotype has
shown variable effects in different populations [13]. This
SNP has been associated with susceptibility and progres-
sion to a varety of illness because the AA genotype
(homozygous mutant) is responsible for low levels of this
cytokine expression, since the DNA sequence containing
the T allele is the specific binding site for NF-kB tran-
scription factor, which transcribes the gene for interleukin
production [12]. Furthermore, previous studies suggest that
IFN-y could influence in susceptibility and activity of SLE
19, 14].

Interleukin 10 (IL-10) is a pleiotropic cytokine with
strong i ppressive properties and plays a critical
role in regulating the immune response, mainly through
inhibition of pro-inflammatory mediators. This protein is
mainly produced by activated T cells, activated monocytes/
macrophages, stimulated B cells, and mast cells [15]. A
number of polymorphisms of the IL-10 gene promoter have
been described. These include the SNP at positions —1082
(G 1o A substitution). Briefly, TL-10 —1082 A—G is
localized in the proximal region of the IL-10 promoter
between —4 kb and —1.1 kb, The —1082 genotypes GG,
GA and AA, corresponding to the phenotypes high, inter-
mediate and low producer of IL-10, independent of the
nucleotide variations present at positions —819 and —592
gene IL10 [16]. Several evidences suggest that IL-10 could
be a strong candidate gene influencing SLE susceptibility
[7, 17, 18).

However, few previous studies have explored the rela-
tion between polymorphisms in cytokines genes and the
presence of SLE among Brazilian patients, Wherefore, the
aim of the present study was to investigate the association
of the IEN-y +874 T/A and IL-10 —1082 G/A polymor-
phisms with SLE susceptibility and disease features in
Brazilian patients.

@ Springer

Materials and methods
SLE patients and healthy controls

A total of 99 women Brazilian patients with SLE and 100
women healthy controls from the Rheumatology Clinic of
the Hospital das Clinicas de Pernambuco, Universidade
Federal de Pernambuco, with a mean age of
30.05 & 6.8 years and 32.00 % 14.5 years, respectively,
were studied. The patients were diagnosed according to the
criteria of the American College of Rheumatology, The
clinical and laboratory characteristics were obtained by
consulting the patient’s medical files. These included malar
rash, discoid rash, photosensitivity, oral ulcers, arthrits,
serosistis, FAN and neurological, hematological, immu-
nologic, renal disorders. The Ethics Committee of the
Health Sciences Center of Universidade Federal de Per-
nambuco approved the study (protocol 299/2008), and
written informed consent was obtained from all subjects.

Disease activity

Disease activity was evaluated according to the SLE dis-
ease activity index (modified SLEDAI 2k) [19] for all 99
SLE patients. Three stages of SLE were considered as a
function of the SLEDAI score: inactive SLE when
SLEDAI = 0, mild/moderate activity SLE when SLEDAI
was between | and 7, and severe activity SLE when
SLEDAI =8.

Genotyping

Genotyping of the single nucleotide polymorphisms in the
promoter region of the TL-10 gene (—1082 G/A) and
polymorphisms in the gene region of the IFN-y (4874
T/A) was carmried out by Refractory Mutation System
Polymerase Chain Reaction (ARMS-PCR). Fach PCR
contained 100 ng genomic DNA in a final volume of
15.0 pl reaction which included 1.0 pmol of each primer,
1x Gotag™ ColorLess Master Mix (PROMEGA),

IFN-y

The primer sequences (“T" forward primer 5'-TTCTTAC
AACACAAAATCA-AATCT-3"; “A” forward primer §'-
TTCTTACAACACAAAATCAAATCA-3, and reverse
primer ¥-TCAACAAAGCTGATACTCCA-3). ARMS-
PCR was performed on an automated DNA thermal cycle
(Mastercycler personal, Eppendorf) following the method
described by Pravica and col. [20]. The PCR products of
261 bp were identified by gel electrophoresis on 2 %
agarose gels stained with ethidium bromide,

101



rume 1 uenoypic wsmoution and allelic frequencies of the TFN-y gene polymorphism (4874 7/4) and of the [L-10 promoter polymorphisim
(—1082 G/A) in patiemts with systemic lupus erythematosus (SLE) and controls

IFN-y SLE paticnts % (n = 99) Controls % (n = 76) P value OR (95 % CI) P
Genotype
™ 3.03 (3) 17.10 (13) Reference
TA S8.87 (38) 60.53 (46) 0.0006* 8.2899 (2.2478-30.5726) 0.0008
AA 8.08 (8) 2237 (1) 04783 2.0392 (0.4502-9,2375) 0.5668
Allele
T 47.47 (94) 4137 (72) 0.000 (0.9842)" 0.9957 (0.6521-1.5205) 0.9297
A 52.53 (104) 52.63 (30)
1L10 SLE patients % (n = 90) Controls % (n = 100) P value OR (95 % CD P*
GIG 112 (1) 8.0 (8) Reference
GIA 90.0 (81) 720 (72) 0.0172* 9.000 (1.0988-73.715) 0.0361
AIA 8.88 (8) 20.0 (20) 0.4030" 3.200 (0.3425-29.904) 05382
Allele
G 46.12 (83) 44.0 (88) 0.171 (0.6796)" 09182 (0.6126-1.3764) 0.7567
A 53.88 (97) 560 (112)

Bold characters mean significant values

OR odds ratio. C/ confidence interval, P* P value of OR
* P value of Fisher's exact test

" P value of

1L-10

1L-10 promoter polymorphism at position —1082 was
analyzed hy the ARMS-PCR. Briefly, a 258 bp fragment
containing the polymorphism was amplified in a machines
DNA thermal cycle (Mastercycler personal, Eppendorl)
using specific primers (“A” forward primer 5'-ACT-
ACTAAGGCTTCTTTGGGAA-3"; “G” forward primer
5-CTACTAAGGCTTCTTTGGGAG-3" and reverse pri-
mer  3'-CAGTGCCAACTGAGAATTTGG-3') and the
conditions were based on Crilly and col. [21]. The PCR
products were identified by gel electrophoresis on 2 %
agarose gels stained with ethidium bromide.

Statistical analysis
The genotype distributions and allelic frequencies for the

IL-10 and IFN-y gene polymorphisms for SLE patients and
controls were compared using the Chi squared test, Fisher's

Results

In the present study, the polymorphisms of the IFN-y gene
at position +874 T/A and of the IL-10 gene promoter at
position —1082 G/A in patients with SLE were investi-
gated and compared with those in healthy subjects. ARMS-
PCR method was used to determine these polymorphisms
in the IFN-y gene and in the promoter region of the IL-10
gene (Table 1). The control group was sex- and age-mat-
ched to the patient group. Table | summarizes the geno-
type distribution and allele frequencies of IFN-y gene
polymorphisms in healthy controls and patients with SLE,
Of the 99 SLE patients, DNA of 99 and 90 patients were
successfully genotyped for SNPs of T— A at position +874
and G—A at —1082 gene region of the IFN-y and promoter
region of the TL-10 gene, respectively.

Evaluation of genotype distributions at +874 position
showed significant difference between SLE patients and
controls. The frequency of T/A genolype was signilicantly
higher in the SLE group. conferring a nsk factor to

exact test was used instead when the expected frequency is
less than 5. A probability value (p value) less than 0.05 was
considered statistically significant. The odds ratios (OR)
were calculated from genotypic frequency and allelic fre-
quency with a 95 % confidence interval (CI) for the 1L-10
and IFN-y gene polymorphisms.

I of SLE. We also analyzed the relationship
between the two groups in allelic frequencies of IFN-y
(Table 1). There was no significant association in fre-
quency between SLE patients and normal subjects, There
was significant difference in the genotype of the IL-10
promoter 1082 G/A polymorphism between SLE and
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rume 1 uenoypic wsmoution and allelic frequencies of the TFN-y gene polymorphism (4874 7/4) and of the [L-10 promoter polymorphisim
(—1082 G/A) in patiemts with systemic lupus erythematosus (SLE) and controls

IFN-y SLE paticnts % (n = 99) Controls % (n = 76) P value OR (95 % CI) P
Genotype
™ 3.03 (3) 17.10 (13) Reference
TA S8.87 (38) 60.53 (46) 0.0006* 8.2899 (2.2478-30.5726) 0.0008
AA 8.08 (8) 2237 (1) 04783 2.0392 (0.4502-9,2375) 0.5668
Allele
T 47.47 (94) 4137 (72) 0.000 (0.9842)" 0.9957 (0.6521-1.5205) 0.9297
A 52.53 (104) 52.63 (30)
1L10 SLE patients % (n = 90) Controls % (n = 100) P value OR (95 % CD P*
GIG 112 (1) 8.0 (8) Reference
GIA 90.0 (81) 720 (72) 0.0172* 9.000 (1.0988-73.715) 0.0361
AIA 8.88 (8) 20.0 (20) 0.4030" 3.200 (0.3425-29.904) 05382
Allele
G 46.12 (83) 44.0 (88) 0.171 (0.6796)" 09182 (0.6126-1.3764) 0.7567
A 53.88 (97) 560 (112)

Bold characters mean significant values

OR odds ratio. C/ confidence interval, P* P value of OR
* P value of Fisher's exact test

" P value of

1L-10

1L-10 promoter polymorphism at position —1082 was
analyzed hy the ARMS-PCR. Briefly, a 258 bp fragment
containing the polymorphism was amplified in a machines
DNA thermal cycle (Mastercycler personal, Eppendorl)
using specific primers (“A” forward primer 5'-ACT-
ACTAAGGCTTCTTTGGGAA-3"; “G” forward primer
5-CTACTAAGGCTTCTTTGGGAG-3" and reverse pri-
mer  3'-CAGTGCCAACTGAGAATTTGG-3') and the
conditions were based on Crilly and col. [21]. The PCR
products were identified by gel electrophoresis on 2 %
agarose gels stained with ethidium bromide.

Statistical analysis
The genotype distributions and allelic frequencies for the

IL-10 and IFN-y gene polymorphisms for SLE patients and
controls were compared using the Chi squared test, Fisher's

Results

In the present study, the polymorphisms of the IFN-y gene
at position +874 T/A and of the IL-10 gene promoter at
position —1082 G/A in patients with SLE were investi-
gated and compared with those in healthy subjects. ARMS-
PCR method was used to determine these polymorphisms
in the IFN-y gene and in the promoter region of the IL-10
gene (Table 1). The control group was sex- and age-mat-
ched to the patient group. Table | summarizes the geno-
type distribution and allele frequencies of IFN-y gene
polymorphisms in healthy controls and patients with SLE,
Of the 99 SLE patients, DNA of 99 and 90 patients were
successfully genotyped for SNPs of T— A at position +874
and G—A at —1082 gene region of the IFN-y and promoter
region of the TL-10 gene, respectively.

Evaluation of genotype distributions at +874 position
showed significant difference between SLE patients and
controls. The frequency of T/A genolype was signilicantly
higher in the SLE group. conferring a nsk factor to

exact test was used instead when the expected frequency is
less than 5. A probability value (p value) less than 0.05 was
considered statistically significant. The odds ratios (OR)
were calculated from genotypic frequency and allelic fre-
quency with a 95 % confidence interval (CI) for the 1L-10
and IFN-y gene polymorphisms.

I of SLE. We also analyzed the relationship
between the two groups in allelic frequencies of IFN-y
(Table 1). There was no significant association in fre-
quency between SLE patients and normal subjects, There
was significant difference in the genotype of the IL-10
promoter 1082 G/A polymorphism between SLE and

@ Springer

103



Mol Biol Rep

bution and allelic frequencies of the IFN-y gene polymorphism (-+874 T/A) and of the IL-10 promoter polymorphism

(= 1US.2 L/A) I p with sy ic lupus eryth (SLE) and controls
IFN-y gene N=99 TT % (n=2) TIA % (n = 88) AIA% (n=28) P value
Activity
Inactive 38 50.0 (1) 37.50 (33) 50.0 (4) Reference
MildModerate 24 30,0 (1) 25.0 (22) 12,50 (1) 0.8264
Severe 36 00 37.50 (33) 37.50 (3) 1
IL-10 Promoter N=90 GIG % (m = 1) G/A % (n = 81) AA % (n=8) P value
Inactive M4 1000 (1) 37.04 (30) 37.50 (3) Reference
Mild/Moderate 23 0 ) 23.45 (19) 50.0 (4) 0.6592
Severe 33 0 39.51 (32) 1250 (1) 0.4827
P value of Fisher's exact test
Table 3 Genotypic distribution of the TFN-y gene polymorphism (+874 T/A) in pati with sy ic lupus eryth {SLE) and clinical
features
Clinical features N=99 Patients 7 (P value) OR (95 % ChH f cad
T + TA (n) AA (n)
Malar rash P 69 62 7 0.4289 0.30 (0.359-2.599) ns
a 30 29 1
Discoid rash P 38 35 3 1 1041 (234-4.633) ns
a 61 56 )
Photosensitivity P 75 67 8 0.01931 el ns
a 24 24 0
Oral ulcers P 41 37 Bl 0.7147 0.688 (0.161-2.914) ns
a 58 54 4
Arthritis P 88 82 6 0.2167 2989 (0.259-0.39) ns
a 1 9 2
Renal disorder P 47 Ex] 3 07179 1.553 (0.283-10.59) ns
a 52 a7 5
Newrologic disorders P 26 23 3 0.4294 0.567 (0.111-3.937) ns
a (¢ 68 5
Serositis P 32 29 3 0.7109 0781 (0.140-5.374) ns
a 67 62 s
Hematological disorders P 60 56 4 0.7085 1.592 (0.278-9.138) ns
a 39 35 4
Immunologic disorders p 34 32 2 0.7113 1620 (0.269-17.32)
a 65 59 6 ns
FAN P 87 79 8 0.5904 nd ns
a 12 12 0

p Presence of characteristic, a absence of characteristic, P value of Fisher's exact test; OR odds ratio, Cf confidence interval, P* P valve of odds

ratio, xs not significant, nd not defined

control groups, The — 1082 G/A genotypes were associated
with a significantly increased risk of SLE as compared with
the —1082 G/G genotypes (OR 9,0; 95 % CI 1.09-73.71;
P = 0.019). However the allele frequencies did not showed

significant difference.

@ Springer

When we analyzed the genotypic distribution among the
different degrees of activity of SLE, there was no signifi-
cant statistical difference (Table 2).

In addition, clinical characteristics of SLE patients were
analyzed, being Arthritis the feature most common,
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Table 4 Genotypic distribution of the IL10 gene polymorphism (—1082 G/A) in patients with systemic lupus erythematosus (SLE) and clinical

features
Climical features N=% Patients P value OR (95 % CI) P
GG + G/A (n) A/A (m)

Malar rash p 61 58 3 0.1056 3.957 (0.706-27.49) ns
a 29 24 5

Discoid rash P 35 32 3 I 1.066 (0.192-7.337) ns
a 55 50 5

Photosensitivity P 66 61 5 04364 1.731 (0.248-9.809) ns
a 24 21 3

Oral ulcers P 36 34 2 0.4684 2.109 (0.350-22.59) ns
a 54 48 6

Arthritis P 80 73 7 1 1.157 (0.023-10.93) ns
a 10 9 1

Renal disorder P 43 39 B 1 0.908 (0.158-5.227) ns
a 47 43 4

Newrologic disorders p 24 20 4 0.202 0.327 (0.055-1.927) ns
a 66 62 4

Serosilis P 4] 26 i 0.4271 3217 (0.381-151.9) ns
a 63 56 7

Hematological disorders i 53 48 5 1 0,849 (0.123-4.704) ns
a 37 34 3

Immunologic disorders P 30 28 2 0.7139 1.548 (0.255-16.66) ns
a 0 54 6

FAN P 81 74 7 0.5851 1.317 (0.026-12.74) ns
a 9 8 1

p Presence of chaniclenstic, a ab of ch ic, P value of Fisher's exact test, OR odds ratio, C/ confidence interval, P* P value of odds

ratio, s not significant

followed by FAN, in 87.88 %, Photosensitivity, in
75.76 %, Malar Rash, in 69.70 %, Hematological disor-
ders, in 60.61 %, Renal disorder, in 47.48 %, Oral ulcers,
in 41.42 %, Discoid rash, in 38.39 %, Immunologic dis-
orders, in 34.35 %, Serositis, in 32.33 % and Neurologic
disorders, in 26.27 %. Clinical features of SLE were
compared between IEN-y +874 T/T +T/A versus AJA
genotypes (Table 3) and IL-10 —1082 G/G + G/A versus
AJA genotypes (Table 4) and with except of an borderline
effect (* = 3.686; P = 0.054) between SLE and Malar
rash 10 1L-10 polymorphism, clinical manifestations were
similar in both groups.

Discussion

We have previously demonstrated that the TNF-z -308
(G/A) markedly elevated the risk to SLE susceptibility and
that when samples were stratified according to clinical
manifestations, the A allele (mutant) seems 1o be a factor
contributor to development of serositis in a Brazilian
population [8]. In this study, we identified relationships

between polymorphisms of IFN-y, and IL-10 genes and
SLE susceptibility, but not in relation with clini
of SLE in Brazilian population again.

IFN-v is an important cytokine produced in response to
inflammatory stimuli to regulate the human immune
response. [FEN-y levels are high levels in patients with SLE
than healthy individuals, especially in period active discase
[22-24]. It has been postulated that genetic polymorphisms
affecting cytokine transcription exist in the regulatory
regions of proinflammatory cytokine genes, and that such
polymorphisms may control the level of inflammation. It
was believed that the over-production of IFN-y in SLE
patients led to the pathogenesis of the di [23]. Few

ber of studies were de to analyze the rela-
tionship between the +874 T/A SNP in the IFN-y gene and
SLE, 1o our knowledge until now, this work is a pioneer in
the study of this SNP in patients with SLE in the Brazilian
population.

Our results did show a difference significant between
polymorphism in IFN-y gene in SLE patients and controls
in our population (Table 1). The gene expression products
from the A allele may affect the susceptibility of an

1 f
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individual to SLE. However, we did not observe any sig-
nificant association of the homozygous AA genotype with
the onset of SLE or with protection from developing SLE.
On the other hand, individuals with the heterozygous TA
genotype were observed 10 be predisposed to SLE devel-
opment. Thus, it is suggested that the T allele has a
masking effect over the A allele in the heterozygous TA
genotype, causing an increased production of IFN gamma
and thus leading to the development of SLE.

Until the last revision done, few articles related the
+874 SNP with susceptibility to SLE. Kim et al. [9]
studying Korean population found the relation of three
SNPs and SLE susceptibility. Among them, the polymor-
phism +874 T/A IFN-y (OR 2.48; p = 0.022). However,
none difference significant was found analyzing the clinical
features. Contrary, Tangwattanachuleeporn et al, [14] when
studied SLE patients and matched healthy control from
Thailand did not observe a positive association between the
+874 T/A polymorphism in the first intron of the IFN-y
gene and susceptibility to SLE. Nevertheless, the A allele
was associated with the development of arthritis in SLE
patients. IFN-y has been related with several other dis-
cases, as Leprosy [25], coronary artery disease [26] and
Leishmaniasis [27].

1L-10 is a pleiotropic anti-inflammatory cytokine, and as
an immunosuppressor cytokine, is the main inhibitor of
tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) [28]. The IL10 poly-
morphism at position —1082 is located within the binding
site of transcriptional factor and may alter level of IL-10
cytokine production and secretion. The A allele at position
—1082 of IL10 has been associated with lower production
of this cytokine, while the G allele has been associated with
higher level of this cytokine [29].

In the present study we demonstrated that Brazilian SLE
patients had a higher frequency of the GA genotype at IL-
10 promoter (—1082) than the healthy controls (OR 9.000;
P = 0.0361). There might be a close relationship between
Brazilian SLE patients and IL-10 promoter 1082 poly-

population, Studies conducted in Spanish and Caucasian
population did not confirm any significant association of
SLE with different haplotypes or genotypes of IL-10 pro-
moter [31, 32). A genetic association between these three
SNPs in the IL-10 promoter region and SLE has been
reported in Spanish populations, showing that —819 and
—592 polymorphisms were associated with age at onset of
discase [18].

Furthermore, were analyzed the correlations between
polymorphisms and clinical features of patients with SLE,
being observed none statistical difference (Table 3). The
same outcome was find by other studies [7, 18, 30, 32].
However, Discoid rash, in a Spanish, Neurologic disorders,
in a Dutch and Renal disorder in a Chinese populations
were find by Sudrez [31], Rood [33] and Mok [34],
respectively. These controversial results about clinical
features could be due to the genetic heterogeneity of SLE
in different ethnicities, genotypic distribution and allelic
frequencies between different populations. Finally, there
were no significant differences in between the SNPs stud-
ied and degree of activity.

To our knowledge. the present findings are novel in
demonstrating an association between IFN-y and IL-10
with SLE. Nevertheless, when interpreting the results of
this study, we should keep in mind the possible limitations
in statistical validity of studies with small sample size, and
also, the necessity for further studies with a larger number
of samples and a more robust statistical analyzes in order to
prove the findings of this article in the population studied.

In the present work, genotypic and allelic distributions
of IL-10 promoter region (—1082 G/A) and IFN-y gene
region (+874 T/A) polymorphisms showed significant
difference between SLE patients and controls. This finding
is explained either by that fact this polymorphism plays
role in genic expression resulting in different level of IL-10

and IFN-y pl and could infl ing directly in SLE
susceptibility.
Ack led, We thank the patients and their familics, whose

morphism, suggesting the role of IL-10 in the pathog:

of SLE in Brazilian. Since —1082A is associated with low
IL-10 production [16], carrier of A allele (GA and AA)
should have a decreasing in a production of IL-10, an
important anti-inflammatory cytokine, contributing to a
higher risk of developing SLE. However, the results found
by Khoa [7] showed significant skewing in the frequency of
the three genotypes between the two groups (7° = 6.64:
P < 0.05). Especially the homozygous GIG (;° = 5.87:
P < 0.05). SLE patients had a significantly higher fre-
quency of the G allele compared with control subjects
(* = 5.85; P < 0.05). On the other hand, Guarnizo-Zuc-
cardi et al. [30] did not observe a significant difference in
IL-10 —1082 genotype and allele frequencies between
control subjects and SLE s in the Colombi

p
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ARTICLE INFO ABSTRACT

To Investigate the association of the IL-6 gene promorter polymorphism ( 174 G/C) wnh SLE susceptibil-
ity and disease features in Brazilian patients, a case-control study of 80 lupus cases and 60 volunteer
healthy women was performed. Genotyping was carried out by polymerase chain reaction and PCR prod-
uct was digested by HSPO2II restriction enzyme, being after visualized in polyacrylamide gel, There were
significant differences in the distribution of the IL-6 gene C/C polymorphism between the SLE and control
groups (z* = 8.668; P=0.0032). Individual carriers of the variant allele G had a 1,98 (95% CI; 1.0844-
3.6353)-fold increased risk for SLE Besides, association was observed in frequency of C allele
(P=0,0247; OR = 0,5036) between SLE patients and control groups. This study presents preliminary evi-
dence for association between IL-6 polymorphism and SLE susceptibility in a Northeast population from
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1. Introduction Many polymorphi: in the p region of IL-6 gene have
been described [9-12), among them, the single nucleotide change
ic lupus eryth {SLE) is an autoimmune disease from G to C at position —174 (rs1800795) that affects IL-6 levels

thar affects multiple tissues and sy and is characterized by
significant variability in clinical manifestations and organ involve-
ment |1}, primarily affecting young women and with variable fre-
quency in racial and ethnic groups. Studies have suggested that the

etiology of SLE has genetic and envi Ic [2]. The
clinical manifestations of this disease are diverse and occur to a
variable extent in the individual patient and their activity can
change over time [3-5). Currently, disease activity can be assessed
using SLE disease activity index (SLEDAI) [6].

Cyrokines are known to be involved in the immunopathology of
SLE. It has been shown that alternation in cytokine production and
cytokine networks contribute to tolerance defects and impaired
(ellular |mmumty in SLE. Interleukin-6 (IL-6) is a multifunctional

h | and cellular responses and playing a
cenml role in inflammation and tissue injury. The IL-6 gene has
been mapped to the short arm of chromosome 7 (21p15p) orga-
nized into five exons and four introns |78].

+ Corresponding author. Address: Rus Dom Manoel de Medeiros, sjn, Dois lrm3os,
52171-900 Recife, PL, Brazil.
E.mail address: prsouza30@gmail.com (P.E, Souza).

0198-8859/$36.00 - see front matter © 2013 Society far Hi

[9] and has been associated with numerous diseases, including sys-
temic onset juvenile arthritis [13], Sjégren's syndrome [14], Alzhei-
mer disease [15], type 1l diabetes mellitus [16], cardiovascular
disease [17] and SLE [18,19]. The aim of this study was to find
out whether single nucleotide polymorphisms in the promoter re-
gion of the IL-6 gene (- 174 G>C) constitute a genetic susceptibility
for SLE and its association with various disease clinical and immu-
nological features.

2. Materials and methods
2.1. SLE patients and healthy controls

A total of 140 individuals were included in the study, 80 pa-
tients with SLE, fulfilling the 1982 revised criteria of the American
Rheumatism Association for the classification of SLE, with a mean
age of 32.06 + 6.8 years, all were females. They were enrolled from
Rheumatology Clinic of the Hospital das Clinicas de Pernambuco,
Universidade Federal de Pernambuco. The control group included
60 age- and sex-matched unrelated healthy volunteers from Foun-

and s. Published by Elsevier Inc. All rights reserved,

htep:/ fdxdolorg/10.1016/) humimm.2013.05,015
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dation of Hematology and Hemotherapy of Pernambuco (Hemope
Foundation - Pernambuco — Brazil), without no family history of
autoimmune disease with a mean age of 32.00 £ 14,5 years. Both
patients and controls groups belong to the same ethnic background
and share a common geographical origin, constituted of about 85%
of African and 15% of European-derived. The Ethics Committee of
the Health Sciences Center of Universidade Federal de Penambuco
approved the study, and written informed consent was obtained
from all subjects.

2.2, Genotyping

For the determination of the IL-6 polymorphism were used pri-
mer sequences (forward primer 5-TTGTCAAGACATGCCAAAGTG-
3'; and reverse primer: 5'-CTGATTGGA-AACCTTATTAGG-3") follow-
ing the technique of RFLP-PCR. A final volume of 15.0 pl reaction
was performed on an automated DNA thermal cycle (Mastercycler
personal, Eppendorf) as described previously |20]. The PCR prod-
ucts were digested using HSP92II restriction enzyme in a total vol-
ume of 25 pl. After digestion, the PCR product with G and C allele
was digested in 4 fragments of 244, 133, 111 and 56 bp. The PCR
product with G allele was digested in 2 fragments of 244 and
56 bp. The PCR product with € allele was digested in fragment of
133, 111 and 54 bp. The digested PCR product was fractionated
on 12% polyacrylamide gel and visualized after staining by ethi-
dium bromide.

2.3, Staristical analysis

Differences in the frequencies of the IL-6 allele in the study and
control groups were analyzed by x’-test. The odds ratios (OR) was
used as a measure of the strength of the association between allele
frequencies and SLE. All P-values were two-tailed and 95% CI were
calculated. Results were considered statistically significant when
the probability of findings occurring by chance was less than 5%
(P<0.05).

3. Results

The freq ies of the genotypes of IL-6 in the SLE and healthy
control groups are shown in Table 1. The distribution of genotypes
of IL-6 gene polymorphism at —174 G>C among patients and
healthy controls was in agreement with the prediction under the
condition of Hardy-Weinberg equilibrium. The statistical analysis
showed significant differences in the distribution of the IL-6 gene
C/C polymorphism between the SLE patients and healthy control
groups {7° = 8.668; P=0.0032). Moreover, when the relationship
between the two groups in allelic frequencies was analyzed also
had significant association in relation of C allele (P=0.0247;
OR = 0.5036) between SLE patients and healthy control groups.

In Table 2 the distribution of g ypic and allelic fi ie:

Table 2
-6 p ism -174 G)C: and allele frequency in
Brazilian patients, Irandan controls and Partuguese Caucasian controls.
CCx(n)  GCX(n) CCX(W) 2 P
SLE Nn2(57) 287 a(o) 8672 003
(23)
Iranian 67.1 296 336 2819 02443"
(224) (99} (51
Portuguese 336(51) 546 118 33.143°  0.0001°
Caucasian (83) (18)

* SLE Brazilian patients s Brazilian controls.

» SLE Brazilian patients vs Iranian controls (dsta are from Godarzi et al., 2011),

© SLE Brazilian patients vs Portuguese Caucasian controls (data are from Santos
etal 2011)

SLE patients and Portuguese healthy controls there was significant
statistical difference (P = 0.0001).

To verify if there is association of clinical features of SLE with
polymorphism in the promoter region of IL-6 gene, we compared
the high-producer genotype (G/G) versus low-producers genotypes
(G/C+CJC) (Table 3). No significant association among them was
found. However, an effect of borderline (* = 3.587; P = 0.0582) be-
tween SLE and Arthritis was observed.

4. Discussion

It has been postulated that genetic polymorphisms affecting
cytokine transcription exist in the regulatory regi proinfl.
matory cytokine genes, and that such polymorphisms may control
the level of inflammation.

It was believed that the over-production of 1L-6 in SLE patients
led to the pathogenesis of the disease [21). Thus, we performed our
case-control study in Brazilian SLE patients, hypothesizing that this
genetic polymorphism may contribute to the susceptibility to SLE
or its diverse clinical immunological manifestation.

In the present study we found the genotype C/C and C allele
more frequently in the healthy controls than in patients, observing
a significant statistical difference (P=0.0032 and P=0.0247,
respectively). Similar outcomes were observed by Chua et al. [13]
and Hamdy et al. [19], in Malaysian and Egyptian populations,
respectively. Furthermore, in our SLE patients, carriers of the vari-
ant allele G had a 1.98 fold increased risk for SLE, indicating the
protect effector of C allele, It is important to note that Fishman
et al. [13] found that the G/C homozygotes had circulating IL-6
concentrations approximately twice higher than homozygous for
the C allele dying sy ic-onset j le chronic arthritis in
Caucasian population. Due to this, it is interesting to speculate
the increased prevalence of the high-response allele, 174 G, it
suggests that a genetically determined high IL-6 response may
have a pathogenic role in SLE [18,19]. On the other hand, some

among different populations were analyzed. Comparing Brazilian

dies did not find association [9,10-12,23). Contradictory results
might be attributed to different ethnic origins.

Table 1
G i and allelic of the IL-6 p P ism (- 174 G/C) in patients with systemic lupus erythematosus (SLE) and coatrols.
IL-6 promoter SLE patients % (n = 80) Controls X {n = 60) 2 (P value) OR {95% C1) "
Genntype
GG TL25(57) 60.0(36) Relerence 07087
GC 28,75 (23) 300(18) 0319 (05723) 08070 {0.3832-1.6994)
« 0(0) 100(6) 4.668 (0.0032) -
Allele
G 85.62(137) 75.0(90) 5.044 (0.0247) 1.9855 (1.0844-3.6353) 0.0365
C 1438(23) 25.0(30) 05036 (0.2751-09221)

7« Chassquare test; P value of z*; OR - 0dds ratio; 1 - confidence interval; I - P value of OR; Bold characters mean significant values.
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an of the IL-6 pramoter polymatphism (- 174 GJC) in patients with systemic lupus erythematosus (SLE) and dinical features.

Total, & = BO SLE patients with SLE patients with 7 (9 value) OR{95% Q)
GIG genotype, n=57 (GJC and C/C) genotypes, n =23

Malar rash, & 66.25 614 315 2,083 (0.1490) 0312 (0.174-1.426)
Discoid rash. % 375 367 391 0.037 (0.8483) 0372 (0.372-2.283)
Photosensitivity, % 750 79 826 0997 (0.3181) 1853 (0.188-1.853)
Oral ulcers, % 4375 386 56.5 2140 (0.1435) 0548 (0.224-1.336)
Arthritis, % 0.0 859 100 3.587 (0.0582) -

Serositis, & 28.75 298 26.1 0.112 (0.7382) 1.168 (0429-3.179)
Renal disorder, % 4895 491 478 0.011 (09164) 3179 (0431-2.527)
Hematological disarders, % 5875 578 60.8 0.050 (0.8057) 2527 (0.365-2227)
Auto-antibodies. % 200 a2 869 0332 (0.5643) 2.227 (0.374-5471)
Neurologic disorders

Convulsion, & 28.75 245 394 1.698 (0.1925) 5471 (0229-1.441)
Mocd disorder, % 51.25 413 60.8 1.196 (0.2742) 0633 (0257-1.561)
Anxiety disorder, £ 56.25 543 60.8 0.280 (0.5967) 0800 (0324-1,975)
Subcide risk, % 350 315 434 1020 (03125) 0657 (0267-1.612)

i - Chi-square test; P value of 7°; OR - odds ratio; €1 - confidence interval; Bold characters mean significant values.

The small number of samples of healthy controls could be a lim-
itation of this study, wherefore, our pati WETE C d with
two HC populations, Portuguese and Iranian, one shmlar o ours
and the other more genetically different, respectively. However,
only a significant difference between SLE patient and Portuguese
controls was observed. This observation may confirm that the
number of control group could not be mentioned as a determinant
limitation of this study.

In addition, clinical and experimental data suggest the IL-6 lo-
cus as candidate gene for SLE, promoting many immunopatholog-
ical features, such as polyclonal B-cell hyperactivity and the
production of autoantibodies, could be detected in compartments
involved in active disease [22]. In the present study, the correlation
between polymorphism and clinical feature of SLE was investi-
gated, but did not show any significant statistical difference (Ta-
ble 3). However, was observed a borderline effect between the
polymorphism 174 G/C in the IL-6 gene and the development of
arthritis (z* = 3.587; P= 0.0582). Thus, we believe that the increase
of the study population may confirm a possible association, once
other studies has been supported this association in some
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Participacgdes em eventosS (ENCONEIO) v v ittt ittt ittt et teeenneeeseenneeaseeenenneeesens 2
Participagdes em eventosS (OULTa) « v vt ittt it ittt ettt ittt tneeeteenneeaeeeenenneeesenn 2
Participagdo em banca de trabalhos de conclus&o (gradua@Cdo) « .. vv v e et tennenneeennnn 3
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