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RESUMO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenca autoimune caracterizada por
uma resposta inflamatdria inapropriada e alterada resultando em inflamagé&o e dano
tecidual. Diversos fatores possuem papel relevante no surgimento da doenca, em
particular, os fatores ambientais e genéticos. Tendo em vista que a imunidade inata e
adaptativa e o reparo a danos no DNA apresentam-se alterados em individuos com
LES, o objetivo do presente estudo foi avaliar alguns genes envolvidos nesses
mecanismos, tais como: PTPN22, IFIH1, VDR, RAD52, LIG4 e STK17A. Para tanto,
foram utilizadas como ferramentas: meta-analises, estudos de associacao e andlise
do perfil de expresséo. Foram conduzidas duas meta-analises, envolvendo os SNPs
rs2476601 (PTPN22) e rs1990760 (IFIH1). Os estudos de associacgao incluiram SNPs
dos genes RAD52, LIG4, STK17A, IFIH1 e VDR. Além disso, foi avaliada a expresséo
génica do RAD52 e do VDR. A meta-analise conduzida a partir do SNP rs2476601 do
PTPN22 demonstrou que o alelo T (p= 0,000) e o gendtipo T/T (p= 0,03) estédo
associados a uma maior susceptibilidade ao LES. Além disso, identificamos influéncia
étnica na associacdo do mesmo SNP com a susceptibilidade a doenca, nas
populacdes Caucasiana (p=0,000) e Latina (p= 0,000). A meta-analise com o SNP
rs1990760 do IFIH1 mostrou associacao entre o alelo C (p= 0,026) e uma menor
susceptibilidade ao LES, entretanto o estudo de associacdo dos 4 SNPs desse gene
em duas diferentes populacdes brasileiras ndo detectou associagdo com a
susceptibilidade ao LES ou suas caracteristicas clinicas. O estudo de associacdo
genética dos 7 SNPs do VDR mostrou associacao entre o genétipo G/G (p= 0,008) do
rs11168268 e uma maior susceptibilidade ao LES e entre o alelo G (p= 0,01) e
gendtipos A/G (p=0,01) e G/G (p= 0,02) do rs2228570 a uma menor susceptibilidade
ao LES. Além disso, alguns destes 7 SNPs ainda foram associados a caracteristicas
clinicas do LES: fotossesibilidade (rs4760658), nefrite (rs11168268), anticorpo anti-
dsDNA (rs1540339), e serosite (rs3890733). O perfil de expressdo do VDR indicou
uma menor expressao génica (-10,51 FC) em pacientes lupicos quando comparado
aos individuos saudaveis. Também foi detectado niveis diferenciais de expresséo do
VDR em relacéo as caracteristicas clinicas: alteracdes de pele (+1,3 FC) e nefrite (-
5,7 FC), bem como em relacédo aos gendétipos do Cdx-2 A/G e G/G (-9,6 e -12,6 FC,
respectivamente). O estudo de associagao dos genes de reparo do DNA demonstrou
que o alelo T (p=0,029) do SNP rs1051669 do RAD52 estava associado a uma maior
susceptibilidade ao LES, embora o alelo T (p= 0,027) e o gendtipo T/T (p= 0,006)
desse mesmo polimorfismo estivessem associados a uma menor susceptibilidade a
Ulceras orais. Além disso, o perfil de expressdo do RAD52 mostrou-se diminuido (-
7,23 FC) em pacientes com LES quando comparado a individuos saudaveis e houve
expressao diferencial para as seguintes caracteristicas clinicas: alteracdes de pele
(+4,7 FC) e nefrite (-10,3 FC). Ainda, o genétipo G/T (p=0,018) do SNP rs3093740 do
LIG4 foi associado a uma menor susceptibilidade a nefrite e o alelo A (p= 0,007) e 0
genotipo A/A (p= 0,010) do SNP rs2330875 do STK17A, foram associados a uma
menor susceptibilidade a rash malar. Os dados obtidos nesse estudo reforcam a
importancia do componente genético na imunidade inata e adaptativa e no reparo a
danos no DNA, sugerindo o uso destes genes como marcadores geneéticos para o
LES.

Palavras-chave: Genes de Reparo do DNA. Imunidade Inata e Adaptativa. LUpus
Eritematoso Sistémico. SNPs.



ABSTRACT

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autoimmune disease characterized by an
inappropriate and altered inflammatory response resulting in inflammation and tissue
damage. Several factors play a relevant role in the disease’s onset, in particular
environmental and genetic factors. Since innate and adaptive immunity and DNA repair
pathways are altered in individuals with SLE, the objective of the present study was to
evaluate some genes involved in these mechanisms, such as: PTPN22, IFIH1, VDR,
RAD52, LIG4 and STK17A. For this purpose, the following tools were used: meta-
analyses, association studies and expression profile assays. Were conducted two
meta-analyses, involving rs2476601 (PTPN22) and rs1990760 (IFIH1). Association
studies, were performed including RAD52, LIG4, STK17A, IFIH1 and VDR SNPs. In
addition, the RAD52 and VDR gene expression was evaluated. Meta-analysis
conducted from PTPN22 SNP rs2476601 showed that the T allele (p= 0.000) and the
T/T genotype (p= 0.03) were associated with increased SLE susceptibility. In addition,
we identified ethnic influence in association of the same SNP with disease’s
susceptibility in Caucasian (p= 0.000) and Latin (p= 0.000) populations. The meta-
analysis with IFIH1 SNP rs1990760 showed an association between the C allele (p=
0.026) and a lower SLE susceptibility, however the association study of the 4 SNPs of
this gene in two different Brazilian populations did not found association with SLE
susceptibility or its clinical characteristics. The genetic association study of 7 VDR
SNPs showed an association between the G/G genotype (p= 0.008) and rs11168268
and a greater SLE susceptibility and between the G allele (p= 0.01) and genotypes
A/G (p=0.01) and G/G (p=0.02) of rs2228570 to a lower SLE susceptibility. In addition,
some SNPs have still associated to clinical features: photosensitivity (rs4760658),
nephritic disorder (rs11168268), anti-dsDNA antibody (rs1540339), and serositis
(rs3890733). The VDR expression profile indicated a lower gene expression (-10.51
FC) in lupus patients when compared to healthy individuals. Differential levels of VDR
expression were also detected in relation to the clinical characteristics: skin alterations
(+1.3 FC) and nephritic disorder (-5.7 FC), as well as in relation to Cdx-2 A/G and G/G
genotypes (-9.6 and -12.6 FC, respectively). The association study of DNA repair
genes demonstrated that the T allele (p= 0.029) of the RAD52 SNP rs1051669 was
associated with a greater SLE susceptibility, although the T allele (p= 0.027) and the
T/T genotype (p= 0.006) of this same polymorphism were associated with a lower
susceptibility to oral ulcers. In addition, the expression profile of RAD52 was decreased
(-7.23 FC) in SLE patients when compared to healthy individuals and there was
differential expression for the following clinical characteristics: skin alterations (+4.7
FC) and nephritic disorders (-10.3 FC). Furthermore, the G/T genotype (p= 0.018) of
the LIG4 SNP rs3093740 was associated with a lower susceptibility to nephritic
disorder and the A allele (p= 0.007) and the genotype A/A (p= 0.010) of the STK17A
SNP rs2330875 were associated with a lower susceptibility to malar rash. The data
obtained in this study reinforce the importance of the genetic component in innate and
adaptive immunity and DNA repair pathways, suggesting the use of these genes as
SLE genetic markers.

Keywords: DNA Repair Genes. Innate and Adaptive Immunity. Systemic Lupus
Erythematosus. SNPs.
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1 INTRODUCAO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca autoimune caracterizada
por uma resposta inflamatéria alterada, onde o sistema imune perde a capacidade de
diferenciar o proprio do nao-proprio (RAHMAN, 2008; TSOKOS, 2011; PIETERSE &
VAN DER VLAG, 2014). Diversos fatores podem influenciar na patogénese do LES,
mas 0s principais sdo os fatores ambientais e genéticos (VILAR & SATO, 2002,
TSOKOS, 2011). Entre os fatores ambientais, um dos principais promotores de injarias
no LES é a exposicdo a Radiacdo Ultravioleta (UV) emitida pelo sol, justificando
inclusive aumento das taxas de incidéncia e prevaléncia da doenca em regidées com
maior taxa de exposicéo solar (VILAR & SATO, 2002; NAKASHIMA et al., 2011; KIM
& CHONG, 2013). Além disso, o virus Epstein Barr (EBV) € amplamente abordado
como um fator desencadeante do LES, devido ao mimetismo molecular diante de
auto-antigenos induzindo a producdo de auto-anticorpos (KOSMINSKY et al., 2006;
DRABORG et al., 2012).

Quanto aos fatores genéticos, a doenca é resultado de um efeito combinado de
variacbes em um grande numero de genes, tais como polimorfismos de Unico
nucleotideo (SNPs) (TSOKOS, 2011). Quando os fatores genéticos se apresentam
em conjunto com fatores ambientais podem ocorrer respostas imunes anormais, com
consequente ativacdo das respostas inata e adaptativa contra o proprio organismo
(WEIDENBUSCH et al., 2017). Alterac6es na imunidade inata contribuem tanto para
o dano tecidual através da liberagcéo de citocinas pro-inflamatorias, como induzem a
formacao de auto-antigenos, que por sua vez, induzem respostas imunes adaptativas
atraveés da ativagdo anormal de linfocitos T e B autorreativos (HAHN, 2012).

Diversos genes envolvidos na regulacdo dos mecanismos da imunidade inata
e adaptativa vem sendo estudados em doencas autoimunes. O gene PTPN22 atua na
imunidade adaptativa através da ativacao dos linfocitos T e o polimorfismo R620W
vem sendo alvo de diversos estudos de associacao em diferentes populagdes (BURN
et al., 2011; STANFORD et al.,, 2012). O gene IFIH1, participa diretamente da
imunidade inata e est4 associado a niveis séricos elevados de IFNa. O polimorfismo
C>T rs1990760 (Ala946Thr) do IFIH1 apresenta-se associado ao LES em diversos
estudos (HARLEY, 2009; GATEVA et al., 2009; MOLINEROS et al, 2013; ENEVOLD
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et al., 2014). Alguns genes, por sua vez, contribuem tanto com a imunidade inata
guanto adaptativa, como é o caso do VDR (receptor de vitamina D). A associacao de
variantes do VDR com a susceptibilidade ao LES vem sendo descrita em diversas
populacdes (ZHOU et al., 2015; HU et al., 2016).

A maioria dos polimorfismos associados ao LES esta em regibes nao
codificadoras do DNA de genes relacionados a resposta imune (HOCHBERG et al.,
2016). Adicionalmente, genes envolvidos no reparo a danos no DNA vém sendo
estudados como possiveis marcadores moleculares para o LES, tendo em vista que
individuos lupicos apresentam quebras na dupla fita do DNA (DSBs) induzidos através
de espécies reativas do oxigénio (ROS), da replicacdo do DNA ou mesmo por estresse
ambiental. As células danificadas podem seguir por duas vias de reparo:
recombinacdo homodloga (HR) e recombinacdo ndo homodloga (NHEJ) (TSAI &
LIEBER, 2010; NEAL & MEEK, 2011). O gene RAD52 € um dos mais importantes para
a manutencao da integridade do DNA, pois codifica uma proteina de mesmo nome
gue atua diretamente na HR representando um papel chave nesta via (HIOM, 1999;
DANOY et al., 2008). Embora a HR seja uma via mais especifica, a NHEJ é a mais
frequente via de reparo de DSBs, onde a proteina LIG4, codificada pelo gene LIG4,
atua em associacdo com a proteina XRCC4 (FRANK, et al., 1998). O knockout do
gene LIG4 promove extrema radiossensibilidade e comprometimento do reparo de
DSBs (OH et al., 2013). O gene STK17A, por sua vez, esté envolvido na regulagao de
processos nucleares, na resposta a danos no DNA e na regulacdo de ROS no
processo metabodlico (SANJO et al., 1998; MAO et al., 2011). Sanjo e colaboradores
(1998) sugeriram que a expressdo de STK17A pode ser ativada em resposta a
estimulos externos, como a Radiagéo UV e certas drogas.

Uma vez que as vias de atuacdo da imunidade inata e adaptativa e de reparo
a danos no DNA podem se apresentar comprometidas nos pacientes com LES frente
a exposicdo a agentes ambientais, e que esses mecanismos ainda ndo estdo
elucidados, nosso objetivo nesse estudo foi entender como os genes PTPN22, IFIH1
e VDR, que atuam na imunidade inata e adaptativa e dos genes RAD52, LIG4 e
STK17A, que atuam nas vias de reparo a danos no DNA, podem influenciar a

susceptibilidade e o aparecimento das diversas caracteristicas clinicas da doenca.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERIZACAO DO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenca autoimune, de etiologia
multifatorial e multigénica que pode afetar todos os 6rgdos e sistemas do corpo
(WAKELAND et al., 2001). Dentre as mais de 80 doencas autoimunes conhecidas, o
LES se destaca por apresentar caracteristicas clinicas diversas e que evoluem
cronicamente com fases de exacerbacao e periodos de remissao da doenca (MOK &
LAU, 2003; CAMPBELL, 2014).

As doencas autoimunes ocorrem quando o sistema imunolégico sofre uma
falha no processo de tolerancia imunolégica e passa a atacar tecidos saudaveis do
préprio corpo, pois perde a capacidade de diferenciar o préprio do nao-proprio
(RAHMAN, 2008; TSOKOS, 2011; PIETERSE & VAN DER VLAG, 2014). A perda da
tolerdncia imunoldgica provoca a producdo de auto-anticorpos dirigidos
principalmente contra antigenos nucleares, que levam as células a apoptose com
subsequente formacdo de corpos apoptoéticos, gerando imunocomplexos que ao se
depositarem nos tecidos promovem leséo tecidual imunologicamente mediada. Este
processo leva os 6rgados e sistemas a um estado de inflamacao aguda, que na maioria
dos casos leva a cronicidade (MOK & LAU, 2003; GILES & BOACKLE, 2013).

A predisposicado genética ao LES € um dos principais fatores que influenciam
na patogénese da doenca em conjunto com fatores hormonais, ambientais,
infecciosos e imunolégicos (VILAR & SATO, 2002; TSOKOS, 2011; KIM & CHONG,
2013). O LES apresenta etiopatogenia multifatorial onde h& o envolvimento de fatores
gue trabalham em conjunto para o desenvolvimento e progressao da doenca. Estudos
realizados com gémeos sugeriram que a susceptibilidade ao LES devida a fatores
genéticos corresponde a cerca de 30 a 40% (REICHILIN et al., 1992).

Alguns estudos apontam os fatores ambientais, como as radiacdes ionizantes
e nao-ionizantes, como gatilhos cruciais ao desenvolvimento do LES (KUHN et al.,
2010; KUHN et al., 2011; KIM & CHONG, 2013). A Irradiagao Ultravioleta emitida pelo
Sol, inclusive, é conhecida como um dos principais promotores de injurias no LES
(KUHN et al., 2011; PATSINAKIDIS et al., 2012).
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O virus Epstein Barr (EBV) também atua como agente ambiental externo que
pode desencadear a patologia devido ao mimetismo molecular que exerce,
promovendo quebra da tolerdncia imunoldgica (DRABORG et al., 2016). Alguns
farmacos, por sua vez, como a hidralazina, procainamida, isoniazida, miltidopa,
clorpromazina, quinidona, minociclina, betabloqueadores, agentes anti-TNF, entre
outros, podem atuar também como agentes desencadeantes na patologia do LES
(MOTA et al., 2007).

Fatores hormonais como variacdes nos niveis de estrogeno também sao
estudados como possiveis fatores desencadeantes da doenca, explicando inclusive a
predisposicdo aumentada em mulheres de apresentar a doenca (KYTTARIS et al.,
2010; KHAN & AHMED, 2015). A cada 10 pessoas portadoras da doenca 9 séo
mulheres, principalmente mulheres jovens entre as fases de menarca e menopausa,
tendo em vista que nesses periodos ha uma desregulacdo hormonal caracteristica
(URAMOTO et al., 1999).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DO LES

Estudos epidemioldgicos relatando incidéncia e prevaléncia do LES vem sendo
realizados em diversos paises, porém até a década de 1950 estudos de prevaléncia
eram escassos tendo em vista que o LES era considerado uma doenca rara e 0
diagnéstico clinico e laboratorial era bastante impreciso. Com o maior conhecimento
da doenca e o auxilio de testes laboratoriais o diagndstico eficaz vem contribuindo
com a notificacdo e consequente aumento da prevaléncia do LES (URAMOTO et al.,
1999).

A incidéncia mundial da doenca, segundo estudos realizados nas ultimas
décadas, pode variar entre 1 a 10 novos casos para cada 100.000 pessoas/ano,
enquanto que a prevaléncia varia entre 20 a 150 casos a cada 100.000 individuos
(PONS-ESTEL et al., 2010; TSOKOQOS, 2011). No Brasil dois estudos foram realizados
abordando a epidemiologia do LES. No primeiro estudo, realizado em Natal no Rio
Grande do Norte, Vilar & Sato (2002) registraram uma incidéncia anual de 8,7 a cada
100.000 pessoas, com maior frequéncia em mulheres (14,1: 2,2). Entretanto, no
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estudo realizado em Cascavel no estado do Parana, Nakashima e colaboradores
(2011) verificaram uma incidéncia de 4,8 casos por 100.000 habitantes/ano. O que se
observa é que, possivelmente, a acdo de diferentes taxas de exposi¢do aos raios UV
encontradas entre as duas regides justificaria a diferenca de incidéncias encontradas
entre as cidades de Natal e Cascavel (VILAR & SATO, 2002; NAKASHIMA et al.,
2011), assim como a composi¢cdo étnica das cidades, uma vez que em Natal, o
percentual de pardos e negros é superior a cidade de Cascavel (NAKASHIMA et al.,
2011).

O LES acomete individuos de todas as racas, porém, em estudos norte-
americanos, sua prevaléncia é trés a quatro vezes maior em mulheres negras do que
em brancas. O predominio da doenca em mulheres ocorre em todas as faixas etarias
e é mais marcante entre os 15 e 64 anos de idade e bem menos importante nas
criancas e nos idosos (RUSS & HOCHBERG, 2001; SATO, 2008). Pesquisas
demonstram que a média de idade do diagnostico de LES é em torno de 31 a 50 anos
e mulheres, principalmente na idade reprodutiva, sdo mais afetadas do que os homens
(URAMOTO et al.,, 1999). O LES também pode surgir em criancas e idosos.
Entretanto, nestes grupos, a taxa de mulheres e homens afetados ndo varia da mesma
forma que em adultos, sugerindo assim a influéncia dos fatores hormonais na doenca
(KYTTARIS et al., 2010).

2.3 IMUNOPATOGENESE DO LES

No LES a autoimunidade ocorre como consequéncia da quebra da
autotolerancia imunoldgica diante de stress oxidativo, infeccdes, lesdes teciduais
entre outras injurias. A patologia do LES se inicia a partir do processo de injuria a
molécula de DNA, onde podem ocorrer dois tipos de quebras, que podem ser quebras
simples do DNA, as SSBs (single strand breaks) e quebras duplas no DNA, as DSBs
(double strand breaks). Quando essas quebras no DNA nédo sdo eficientemente
reparadas ocorre o processo de morte celular programada, a apoptose (TSAI &
LIEBER, 2010; NEAL & MEEK, 2011).
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O que se observa é que nos individuos com LES ha um defeito no “clearance
de células apoptoticas, o que provoca a atuacdo do sistema imunolégico por meio da
apresentacdo de auto-antigenos, promovendo a perda da tolerdncia imunoldgica,
ativacdo policlonal de linfécitos B, producdo de auto-anticorpos, diminuicdo do
“clearance” de imunocomplexos e falha nos mecanismos supressores e de regulacao
imunoldgica (Figura 1). Os anticorpos dirigidos contra antigenos de superficie de
membranas celulares levam a destruicdo dessas células pelo sistema fagocitério
mononuclear, além disso, células imunocompetentes atuam contra as células proprias
através de citotoxicidade por intermédio da ativacdo de linfocitos T e B, com
consequente formacédo de auto-anticorpos e imunocomplexos (MOK & LAU, 2003;
HAHN, 2012; RAHMAN, 2008; TSOKOS, 2011).
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Figura 1 - Falhas no “clearence” dos corpos apoptéticos em individuos IUpicos promove liberacdo de
auto-antigenos formando imunocomplexos que estimulam a produgdo de interferons. Os interferons
por sua vez promovem o processo inflamatério crénico no LES. Modificado de CLARK & POOLE, 2012.

Defeitos na regulagdo imunologica provocam lesdo tecidual no LES em
decorréncia da formacao e da deposicédo de imunocomplexos, que devido a ativacao
do sistema do complemento promovem o processo inflamatorio cronico.

Imunocomplexos compostos por auto-antigenos e anticorpos derivados destas células
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sdo formados e se depositam em varios tecidos e/ou orgdos tais como 0 rim,

articulacdes, pleura, entre outros, o que conduz a danos graves nestes orgaos (Figura
2) (MOK & LAU, 2003; RAHMAN, 2008; TSOKOS, 2011; HAHN, 2012).

Genes
Resposta imunitaria Inflamagao
anormal
C1q, C2, C4,
HLA-D2, 3, 8, DC
MBL, FcR 2A, ~a oCit:
3A, 2B, IL-10, Ag
MCP-1, /
PTPN22, LIG4, ca
STK17A, 1@
RAD52, etc. > \w
Ambiente
Redes C3a
supressoras
defeituosas
Q D Exantema
N Nefrite
J Artrite
Radiagéo UV, . Leucopenia
::?:9:::6 Autoanticorpos Ulceracdes
EBV. imunocomplexos Serosites
’ Etc.
entre outros.
—

Lesado

Inflamagédo crénica
_ >
Oxidagédo crénica

Insuficiéncia Renal
Arterosclerose
Fibrose Pulmonar
Alopécia

Lesdes por Rx
Etc.

Figura 2 - Etipatogenia do Lupus Eritematoso Sistémico. Fonte: Modificado de HAHN, 2012.

Em individuos normais o padrédo de auto-anticorpos, caracteriza-se por um

baixo titulo, baixa especificidade e baixa afinidade e sédo da classe IgM. No LES os

auto-anticorpos sdo de alta especificidade e elevada afinidade, além de serem da

classe IgG, caracterizando-se como auto-anticorpos patogénicos (MOK & LAU, 2003).

2.4 DIAGNOSTICO E CARACTERIZACAO CLINICA DO LES

O diagnostico no LES se inicia com a avaliagdo das caracteristicas clinicas,

ditadas pelos critérios do American College of Rheumatology (ACR) através do qual,

por intermédio de anamnese associado a exames laboratoriais, 0 médico terd o

diagnoéstico conclusivo. Os exames laboratoriais sdo de grande importancia para a
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definicdo da atividade da doenca. O teste FAN (fator ou anticorpo antinuclear) é o
principal exame laboratorial para o LES, contudo, apresenta baixa especificidade.
Outros testes como os de anticorpos anti-Sm e anti-DNA também séo utilizados no
diagnéstico do LES, no entanto, apenas 40% a 50% dos pacientes com LES
apresentam tais marcadores (SATO, 2008).

As manifestacdes clinicas do LES sédo diversas, afetando 6rgdos e tecidos,
variando em numero e intensidade de acordo com a atividade ou remissdo da doenca
(Figura 3) (SATO et al., 2002; MAGALHAES et al., 2003).
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Figura 3 - Org&os e sistemas afetados pelo Lupus Eritematoso Sistémico. Modificado de CRAMPTON
etal., 2014.

Sendo assim para o diagndstico de LES utilizam-se 11 critérios de classificacdo
do ACR propostos em 1982, e revisados em 1997, como descrito na Tabela 1 (TAN
et al.,1982; HOCHBERG, 1997). A presenca de quatro das onze manifestacbes
clinicas descritas pelo critério ACR séo obrigatorias para determinar o diagndstico da
doenca (BORBA et al., 2008).
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Tabela 1 - Critérios de classificacdo para o LES segundo o Colégio Americano de Reumatologia
revisados em 1997 (HOCHBERG, 1997).

Critérios de classificagdo para o LUpus Eritematoso Sistémico

Caracteristica clinica

Descricao

1. Eritema Malar

Lesao eritematosa fixa em regidao malar, plana ou em relevo

2. Lesdo discéide

Leséo eritematosa, infiltrada, com escamas queratoticas
aderidas e tampdes foliculares, que evolui com cicatriz atréfica
e discromia.

3. Fotossensibilidade

Exantema cutaneo como reacao ndo usual a exposigéo a luz
solar, de acordo com a histéria do paciente ou observado pelo
médico.

4. Ulceras Orais/Nasais

Ulceras orais ou nasofaringeas, usualmente indolores,
observadas pelo médico.

N&o erosiva envolvendo duas ou mais articulagfes periféricas,

5. Artrite . .
caracterizadas por dor e edema ou derrame articular.
Pleuris (caracterizada por histéria convincente de dor
: pleuritica, atrito auscultado pelo médico ou evidéncia de
6. Serosite

derrame pleural) ou pericardite (documentado por
eletrocardiograma, atrito ou evidéncia de derrame pericardico).

7. Comprometimento renal

Proteindria persistente (> 0,5 g/dia ou 3+) ou cilindrdria
anormal.

(o]

. Alteracdes neuroldgicas

Convulséo (na auséncia de outra causa) ou psicose (na
auséncia de oura causa).

9. Alteracdes hematoldgicas

Anemia hemolitica ou leucopenia (menor que 4.000/mm3 em
duas ou mais ocasifes), linfopenia (menor que 1.500/mm?3 em
duas ou mais ocasifes) ou plaguetopenia (menor que
100.000/mm3 na auséncia de outra causa).

10. AlteragBes imunoldgicas

Anticorpo anti-DNA nativo ou anti-Sm ou presenca de
anticorpo antifosfolipede com base em:

a) niveis anormais de IgG ou IgM anticardiolipina;

b) teste positivo para anticoagulante lUpico; ou

¢) teste falso-positivo para sifilis, por, no minimo, seis meses.

11. Anticorpos antinucleares

Titulo anormal de anticorpo antinuclear por imunofluorescéncia
indireta ou método equivalente, em qualquer época, e na
auséncia de drogas conhecidas por estarem associadas a
sindrome do lapus induzido por drogas.

A ferramenta mais amplamente utilizada para avaliar a atividade e a gravidade

da doenca € o SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index). Este

indice foi desenvolvido pela Universidade de Toronto em 1986 e consiste de 24 itens,

dos quais 16 estao relacionados a parametros clinicos e 8 a parametros laboratoriais.

Cada item possui uma nota que varia de 1 a 8 de acordo com a sua gravidade. A

somatoria das notas resulta em um score final que representa o grau de
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atividade/gravidade apresentada pelo individuo com LES. O score do SLEDAI varia
de 0 a 105, onde quanto maior o score, maior € a atividade da doenga. O SLEDAI
classifica 4 graus de atividade da doencga: 1-5: atividade discreta; 6-10: atividade
moderada; 11-19: atividade intensa; 20: atividade muito intensa (CASTREJON et al.,
2014).

Manifestagfes clinicas como inflamacgédo na pele, articulagbes, rins, nervos,
cérebro, pleura e pericardio podem ocorrer no LES, contudo algumas manifestacées
sdo mais comuns que outras. Manifestacdes cutaneas podem ocorrer em torno de
80% dos individuos afetados, sendo o Rash Malar a alteracdo mais comumente
observada (Figura 4a). Les@es discoides podem surgir frequentemente associadas a
exposicdo a luz UV, devido a radiacao solar. A exposi¢céo a radiacdo UV também esta
associada a fotossensibilidade no LES, caracterizada por sensibilidade
desproporcional nesses individuos, onde mesmo uma pequena exposicdo pode
provocar manchas na pele e até mesmo febre. A alopécia é muito frequente e ocorre
nas fases de atividade da doenca e na maioria das pessoas o cabelo volta a crescer
normalmente com o tratamento (Figura 4b) (SATO et al., 2002; MAGALHAES et al.,
2003).

Figura 4 - Caracteristicas clinicas nos pacientes com LES. a) rash malar b) alopécia. Fonte:
http://www.portalped.com.br/blog/especialidades-da-pediatria/reumatologia/lupus-eritematoso-em-
pediatria-novos-criterios-diagnosticos-e-tratamento-inicial/ <Acesso em: 21/01//2018>.



27

Dores e inchaco articulares sdo comumente relatados em individuos com LES,
ocorrendo em cerca de 90% destes individuos e envolve principalmente as maos,
punhos, joelhos e pés. A artrite pode surgir como uma caracteristica inerente aos
danos articulares no LES, em alguns casos pode ocorrer até mesmo tendinites
(MAGALHAES JUNIOR, 2013).

A inflamagc&o das membranas que recobrem o pulméo (pleurite) e coracéo
(pericardite) sao relativamente comuns, podendo ser leves e assintomaticas, ou, se
manifestar como dor no peito. No caso da pleurite, a dor ocorre ao respirar, podendo
causar também tosse seca e falta de ar. Na pericardite, além da dor no peito, pode
haver palpitacdes e falta de ar (MAGALHAES JUNIOR, 2013).

A nefrite € uma das manifesta¢cdes que mais preocupantes no paciente com
LES e ocorre em cerca de 50% dos individuos afetados pela doenca. No inicio pode
nao haver qualquer sintoma, apenas alteracbes nos exames de sangue e/ou urina.
Nas formas mais graves, surge pressdo alta, inchaco nas pernas, a urina fica
espumosa, podendo haver diminuicdo da quantidade de urina diante a inflamacéao nos
rins. A nefrite lUpica é diagnosticada através de microscopia éptica e biopsia renal e €
dividida em seis subtipos histolégicos: as classes | e Il sdo consideradas de menor
severidade; a classe Il (proliferativa focal), IV (proliferativa difusa) e a V
(membranosa) que apresentam potencial para provocar danos permanentes nos rins;
e, por fim, a classe VI (nefrite esclerosante avancada) onde jA h& dano renal
(WEENING et al., 2004). Quando nao tratada rapida e adequadamente o rim deixa de
funcionar (insuficiéncia renal) e o paciente pode precisar fazer dialise ou transplante
renal (SATO et al., 2002; MAGALHAES et al., 2003; MAGALHAES JUNIOR, 2013).

Algumas alteragcbes sd@o menos frequentes no LES, distdrbios
neuropsiquiatricos podem ocorrer no LES, porém com menor frequéncia, podendo
causar convulsoes, alteracdes de humor ou comportamento (psicoses), depresséao e
alteracBes dos nervos periféricos e da medula espinhal. (MAGALHAES JUNIOR,
2013). AlteracOes nas células sanguineas ocorrem devido a presenca de anticorpos
contra as mesmas, podendo ocorrer anemias, leucopenia e plaquetopenia, em grande
parte assintométicas (MAGALHAES JUNIOR, 2013).
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2.5 TRATAMENTO DO LES

De acordo com as manifestacfes clinicas apresentadas pelo paciente, o
médico avaliard a conduta médica mais adequada (MAGALHAES et al., 2003). A
atividade ou remisséo da doenca sera um dos principais critérios de avaliacdo. Por se
tratar de uma doenca sistémica que afeta diversos o0rgdos, sao utilizados
medicamentos que modulam as alteragBes imunoldgicas ou danos a 6rgaos e
sistemas que a pessoa apresente em consequéncia da inflamacao causada pelo LES,
como hipertenséo, artrite, inchaco, ulceracdes, etc. Os farmacos que atuam na
modulagdo do sistema imunoldgico no LES incluem corticoides, antimalaricos e
imunossupressores, em especial a azatioprina, ciclofosfamida e micofenolato de
mofetil. Para as lesdes na pele comumente sdo usados corticosteroides (SATO et al.,
2002; MAGALHAES et al., 2003).

Vila e colaboradores (1999) observaram que a utilizacdo de protetor solar e/ou
roupas com protecao UV por pacientes com LES é de grande importancia, tendo em
vista a fotossensibilidade apresentada por estes individuos. O estudo identificou ainda
que individuos que fazem uso de protetores solares apresentaram menor
comprometimento renal, menor trombocitopenia e menor indice de hospitalizacédo do
que aqueles que nao utilizavam. Quando a doenca esta em atividade, as doses dos
corticoides como a prednisona sdo aumentadas. Em pacientes com LES em atividade
e com rapida evolucédo, pode-se utilizar glicocorticéide. JA quando ocorre a remissao
da doenca ocorre a utilizacdo da cloroquina (ou hidroxicloroquina), e em diversos
casos 0 uso deste medicamento costuma estender-se por toda a vida do paciente
(SATO et al., 2002; MAGALHAES et al., 2003).

2.6 INFLUENCIA AMBIENTAL NO LES

2.6.1 Radiacao Ultravioleta

Radia¢cGes nao-ionizantes séo radiacdes eletromagnéticas de frequéncia igual

ou menor que a da luz visivel, ou seja, abaixo de 8x10*Hz (luz violeta), que nao
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carrega energia suficiente por quantum (energia dos fétons) para ionizar atomos ou
moléculas (HECHT, 2000; PODGORSAK, 2010). Apesar das radiacdes nao-
ionizantes possuirem energia relativamente baixa e de ndo alterarem o &tomo, alguns
tipos podem causar alteracdes celulares. A Radiacao ultravioleta (UV) € um tipo de
radiacdo nao-ionizante presente na luz Solar que possui mecanismos de acdo que
influenciam diretamente a biologia celular (HARM, 1980; GARINIS et al., 2006). A
radiacdo UVC é totalmente bloqueada pela camada de ozénio, a UVB tem parte de
sua emissdo bloqueada e a UVA é totalmente liberada na superficie terrestre (Figura
5) (DOUKI et al., 2003).

Ao atingir a pele a Radiacdo UV pode provocar diversas reagdes quimicas e
morfolégicas no organismo, produzindo alteracdes de melanina, DNA, RNA,
proteinas, aminoacidos aromaticos, como a tirosina e o triptofano, acido urocénico,
entre outros. Além disso, apresenta acdo cumulativa onde pode ocorrer formacéo de
ROS, altera¢cBes histoquimicas de diferentes gravidades, espessamento da camada
espinhosa e retificacdo da juncdo dermoepidérmica. Diversas moléculas na pele
podem absorver a radiacdo UV e sofrer alteracfes quimicas devido a essa absorcao
(BASHIR et al, 1993; COOKE et al., 1997).
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Figura 5 - Emisséo apés bloqueio da camada de ozénio na superficie da terra e comprimento de ondas
das radiacbes UVA, UVB e UVC. Modificado de PFEIFER & BESARATINIA, 2012.
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O DNA é uma das principais moléculas afetadas pela radiacdo UV e, portanto,
pode sofrer mutagbes que, posteriormente, podem resultar em transformacdes
malignas da célula. A radiacdo UV pode ativar componentes do sistema imune
cutaneo, gerando resposta inflamatoria por distintos mecanismos, tais como: ativacao
direta de queratindcitos e outras células que liberam mediadores inflamatérios e
redistribuicdo e liberacdo de autoantigenos sequestrados de células danificadas pela
radiacao UV (WISCHERMANN et al., 2008).

As pirimidinas sofrem modificacdes fotoquimicas, resultando em dimeros de
primidina-ciclobutano (CPD) e demais subprodutos que sédo reparados,
fisiologicamente, por proteinas especificas. Porém, quando este sistema de reparo se
encontra defeituoso, esses dimeros de timina que se formam ndo sdo reparados
(Figura 6). A ABC excinuclease, DNA polimerase | e DNA ligase sdo exemplos de

enzimas que participam do sistema de reparo do DNA (DOUKI et al., 2003).
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Figura 6 - Efeitos das radiacdes UVA e UVB na molécula de DNA. Os principais efeitos da acdo da
radiacdo UV séo dimeros de pirimidina ciclobutano e DSB, que podem surgir indiretamente através da
acdo de ROS.
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As DSBs, por sua vez, podem ser produto da acéo direta e indireta da irradiacao
UV, e tais danos quando nado reparados aumentam a imunogenecidade da molécula
de DNA, podendo levar a autoimunidade através do aumento do nimero de corpos
apoptoticos circulantes (COOKE et al., 1997). Tais alteracfes sdo mecanismos chave
na patogénese do LES (BASSI et al., 2008). Observa-se que o aumento de ROS
produzidos em sitio de injuria ao interagirem com o DNA podem promover as DSBs
através do efeito indireto da irradiacdo UV (BASHIR et al.,1993).

Os ROS promovem resposta inflamatoria e autoimunidade no LES, sendo um
dos pilares que conduzem a formacéo de anticorpos anti-DNA. A exposi¢cdo ao ROS
aumenta a antigenicidade do DNA, contudo os estudos sobre imunogenicidade de
ROS-DNA-LES né&o séo conclusivos (BASSI et al., 2008; TOCHHAWNG et al., 2013).
Um estudo realizado por Cooke e colaboradores (1997) investigou a imunogenicidade
de irradiacbes UVA, UVB e UVC em DNA lapico através da deteccao de anticorpos
anti-DNA. Os autores observaram que modificacdes no do DNA poderiam ser geradas
tanto por ROS quanto por UV, aumentando dramaticamente a sua imunogenicidade.
Os dados sugeriram que diferentes perfis de antigenicidade e a imunogenicidade
surgem na dependéncia do método de producao de ROS, mas também que as ROS-
DNA podem ser um fator na formacdo do complexo imunoldgico dirigido para o
antigeno no LES.

No LES a producéao do radical anion superéxido (02'-) é aumentada em células
inflamatorias tais como leucdcitos polimorfonucleares. Em consequéncia observa-se
0 aumento da incidéncia de aberracbes cromossdmicas possivelmente resultantes de
danos induzidos ao DNA. O aumento do estresse oxidativo no DNA, pode ser
resultado da inflamacéo ativa no LES que resultaria no aumento da formacao de
radicais livres nos locais da inflamacdo (BASHIR et al., 1993).

Os ROS podem desencadear a ativacao de vias de sinalizacdo envolvidos na
migracdo celular tais como os membros da familia das proteinas quinases ativadas
por mitégeno / reguladas por quinase extracelular (MAPK/ERK), c-Jun NH-2 terminal
de quinase (JNK) e MAPK/p38 (TOCHHAWNG et al., 2013).
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2.6.2 Virus Epstein Barr

Os fatores etiopatologicos do LES ainda permanecem desconhecidos, no
entanto a infeccdo viral tem sido largamente estudada como um dos fatores
desencadeantes da doenca. Os virus desempenham um papel importante nas
doencas autoimunes e entre os agentes infecciosos envolvidos com a patogénese do
LES, os mais importantes séo o parvovirus B19 (B19), o virus linfotropico de células
T humanas (HTLV), o citomegalovirus humano (HCMV) e o virus Epstein-Barr (EBV)
(HARLEY & JAMES, 2006; KOSMINSKY et al., 2006; BRASIL-COSTA et al., 2016).

O EBV pertencente a familia Herpesviridae, € um virus da familia herpes,
compreende um genoma de dsDNA linear de 172 kb dentro de uma capside
icosaédrica, fechada por um envelope com glicoproteinas virais (gp350) e representa
um dos virus mais comuns em humanos (FARRELL, 2001; DRABORG et al., 2012).
O EBV é amplamente conhecido como agente etiolégico da mononucleose infecciosa
e apresenta ampla distribuicdo mundial, estima-se que aproximadamente 90% da
populacao esteja infectada. Os mecanismos etiopatolégicos do EBV no LES ainda sao
pouco conhecidos, o que se sabe é que o mimetismo molecular do virus diante de
auto-antigenos induziria a producdo de auto-anticorpos. Auto-anticorpos dirigidos
contra anti-Sm e anti-RNP, sdo encontrados no soro de cerca de 30% a 50% dos
pacientes lupicos (KOSMINSKY et al., 2006).

Além disso, o EBV codifica pequenos RNAs chamados EBER (Epstein-Barr
virus-encoded small RNA) que déo origem a dsRNAs (double-strand RNA)
encontrados abundantemente em células infectadas por EBV. O EBER induz a
sinalizacao do receptor Toll-like 3 (TLR3), que ao detectar o dsRNA induz a producgéo
de IFN do tipo | e de citoquinas pro-inflamatorias. O EBER induz, portanto, a ativacao
da imunidade inata (Figura 7) (IWAKIRI et al., 2009).
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Figura 7 - O virus Epstein Barr codifica pequenos RNAs chamados EBER que induzem a sinalizagédo
de TLR3 e TLR9 ativando as células T e NK atraves da secre¢ao de IL-12 e interferon do tipo | (IFNa /
B), respectivamente. Modificado de MUNZ, 2014.

O ciclo viral, no interior do hospedeiro, inclui um periodo de laténcia, que pode
durar anos, e outro de replicacdo que pode emergir em quantidade suficiente para
causar estimulacéo do sistema imune. Por conta disso a infeccdo por EBV tem sido
associada ao LES tanto na fase de remissdo como na fase ativa da doencga, embora
a carga viral seja maior na fase ativa (PIROOZMAND et al., 2017). A associacao de
fatores ambientais em conjunto com fatores genéticos, além de estudos que
demonstram respostas soroldgicas especificas, expressdo génica diferenciada,
andlise de carga viral, respostas especificas de células T, especificidade humoral e
mimetismo molecular demonstram o papel crucial do EBV na etiologia e patogénese
do LES (JAMES & ROBERTSON, 2012).
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2.7 GENETICA DO LES

Durante varios anos, estudos verificaram que certos componentes na familia
dos genes do Complexo de Histocompatibilidade Humana - HLA estavam associados
a ao desenvolvimento lUpus. Estes foram os primeiros genes estudados no LES e até
hoje se identifica associacédo de genes codificados por este complexo com aumento
de antigenicidade no LES (WUSTER & BEHRENS, 2016).

Os fatores genéticos conferem predisposi¢do ao desenvolvimento do LES e, na
maioria dos pacientes, a doenca é resultado de um efeito combinado de polimorfismos
em um grande numero de genes, sendo que cada alelo contribui minimamente, e o
efeito cumulativo de varios polimorfismos genéticos € necesséario para aumentar de
forma significativa o risco a doenca. A maioria dos polimorfismos de base Unica
(SNPs) associados ao LES esta em regifes ndo codificadoras do DNA de genes
relacionados a resposta imune (TSOKOS, 2011).

As principais estratégias usadas até o momento na busca de marcadores
genéticos do LES sao os estudos de associacdo gendmica em larga escala (GWAS)
e 0s estudos de associacdo genética, normalmente realizados em estudos do tipo
caso-controle. Qualquer uma das estratégias acima apresenta limitacdes para o
estabelecimento do risco genético, e estudos posteriores em diferentes populacdes
sdo0 necessarios para se confirmar os resultados obtidos (SESTAK et al., 2008).

2.8 GENES DA IMUNIDADE INATA E ADAPTATIVA NO LES

A imunidade inata atua como primeira linha de defesa no organismo, e mantém
uma ligacdo intrinseca com a imunidade adaptativa, podendo inclusive otimiza-la
(WEIDENBUSCH et al., 2017).

Alteracbes na imunidade inata desempenham um papel importante na
patogénese do LES, contribuindo tanto para o dano tecidual, através da liberacéo de
citocinas pré-inflamatérias, como induzindo a formag¢do de auto-antigenos. Esses
auto-antigenos sao reconhecidos por células dendriticas através do DNA de CpG

(cytosine-phosphate-guanine), através de DNA existente nos imunocomplexos e pelo
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RNA nos antigenos proprios e, com isso, regulam respostas autoimunes adaptativas,
através da ativacdo anormal de linfocitos T e B autorreativos (HAHN, 2012).

Diversos genes envolvidos na regulacdo dos mecanismos da imunidade inata
e adaptativa vem sendo estudados em doencas autoimunes. Os principais genes
envolvidos com respostas inata e adaptativa estudados no LES se relacionam com a
ativacdo da via do IFN1 e com a regulacéo de células T e B (HARLEY, 2009; BURN
etal., 2011; STANFORD et al., 2012).

2.8.1 Gene PTPN22

O gene que codifica a proteina tirosina fosfatase nao-receptora tipo 22
(PTPN22) ja foi associado a diversas doencgas autoimunes, incluindo artrite
reumatoide, diabetes tipo 1, doenca tireoidiana autoimune e o LES (CHUNG &
CRISWELL, 2007; BURN et al, 2011). O gene PTPN22 esta localizado na regido
cromossomica 1p13.3-13.1 e codifica a fosfatase especifica linfoide citoplasmatica
(LYP), que atua inibindo a ativacdo das células T e esta envolvida na regulacéo da
sinalizacao do seu receptor, o TCR (receptor de célula T) (WU et al., 2006). A isoforma
predominante desta fosfatase é uma proteina de 105 kDa e seus ultimos 200
aminoacidos codificam 4 sequéncias “motifs” ricas em prolina (P1-P4), onde P1 liga-
se ao dominio SH3 da tirosina quinase Csk, que ir4 regular negativamente a
sinalizagdo do TCR (CHUNG & CRISWELL, 2007).

O gene PTPN22 possui um polimorfismo “missense” de base Unica (SNP
rs2476601) na posicdo 1858 (C>T), que provoca a substituicdo de um aminoacido
arginina no codon 620 (CGG) por um triptofano (TGG) da proteina Lyp (variante W620)
(Figura 8) associado a doencas autoimunes. Essa substituicdo altera a funcao
catalitica da proteina, o que pode afetar a resposta efetiva do sistema imunologico
(FOUSTERI et al., 2013). Esta variante codifica uma enzima que promove ganho de
funcdo, e com isso ha um aumento da inibicdo da sinalizacdo do receptor TCR da
célula T. Essa inibicdo pode afetar a delecéo timica das células T autorreativas ou o
desenvolvimento e funcéo das células T reguladoras periféricas (VANG et al., 2007,
GIANCHECCHI et al., 2013).
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Figura 8 - Estrutura do gene PTPN22 em duas isoformas transcritas e seis SNPs. O SNP R620W
(rs2476601) C1858T provoca a substituicdo de um aminoéacido arginina no cédon 620 (CGG) por um
triptofano (TGG) da proteina Lyp. Modificado de PRADHAN et al., 2010.

O polimorfismo 1858 C>T do PTPN22 tem uma distribuicdo mundial variavel e
ja foi estudado em varias populacbes como asiatica, americana, européia e latina,
além disso, também j& foi associado a multiplas doencas autoimunes. Este
polimorfismo apresenta associacao tanto a susceptibilidade ao desenvolvimento de
LES quanto a protecdo em relacdo a doenca, a depender da populacdo do estudo
(AKSOY et al., 2011; OSTANEK et al., 2014). Tais resultados conflitantes em estudos
de associacdo suscitam a necessidade da realizacdo de meta-andlises para avaliar
essa associagao tanto a nivel global quanto através de classificacdo por etnias (LEA
& LEE, 2011; SHI et al., 2013).

2.8.2 Gene IFIH1

A familia de citocinas do IFN vem sendo amplamente estudada devido suas
propriedades antivirais. Os IFNs sao classificados com base na sequéncia de
aminoéacidos e no reconhecimento de receptores especificos em trés familias: O IFN
de Tipo | inclui IFN-a, IFN-B, IFN-¢, IFN-k e IFN-w; o IFN de Tipo Il consiste em um
anico membro, IFN-y; e o IFN de tipo I, IFN-A1 (IL-29), IFN-A2 (IL-28A) e IFN-A3 (IL-
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28B). A familia de citocinas do Interferon do tipo | desempenham um papel central na
patogénese de LES, promovendo progressivamente a tolerancia imune periférica e
conduzindo a uma maior atividade da doenca. (OBERMOSER & PASCUAL, 2010).

Estudos demonstraram consideravel aumento dos niveis de o IFN-a no soro de
individuos lUpicos, principalmente durante a atividade da doenca. Além disso, 0s
transcritos de genes regulados por IFN-a mostraram-se significativamente
aumentados no sangue venoso periférico de pacientes de LES. Consequentemente,
o IFN-a é considerado um alvo terapéutico e a sua presenga, descrita como
“assinatura de IFN”, vem sendo avaliada como biomarcador para a atividade da
doenca (ELKON & STONE, 2011).

Os virus representam uma interacao gene-ambiente capaz de estimular alguns
dos primeiros eventos em pacientes com LES, uma vez que dados epidemioldgicos
associam a infec¢éo do virus Epstein Barr na patogénese inicial da doenca (JAMES
et al., 1997; POOLE et al.,, 2006). A desregulacdo da via das helicases antivirais
representa um fator patogénico primario no LES. Um sistema de helicases antivirais
hipersensiveis ou hiperativas, associado a um gatilho viral, como a infeccéo por virus
Epstein-Barr, pode resultar em uma resposta IFN do tipo | exagerada e posterior
inducao da resposta imune adaptativa contra auto-antigenos (OLIVEIRA et al., 2014).

Os estudos buscando a compreensédo das bases moleculares da imunidade
inata, e a elucidacédo do sistema TLR (toll like receptors) levaram a identificacdo do
papel do IFN-a na patogénese do LES (CROW, 2014). Os TLRs sao receptores
transmembranares expressos em células imunes especificas, como células
dendriticas e macréfagos. TLR7, 8 e 9 sdo expressos ha membrana endossomal e
podem reconhecer o acido nucleico viral. Por sua vez, RLRs (RIG-I-like receptors),
sao proteinas citossolicas que podem reconhecer o &cido nucleico viral no citosol. Os
TLR localizados nos endossomas ativam principalmente as células apresentadoras
de antigenos, enquanto que os sensores de acido nucleico citoplasmaticos séo
projetados para reconhecer RNA intermediarios de replicacdo viral em células
infectadas. A familia de receptores RIG-I, composta por RIG-I, MDA5 e LGP2, esta
localizada no citosol das células em todo o corpo e reconhece 0s produtos derivados

de pequenos RNAs. RNAs de cadeia dupla (dsRNA) séo conhecidos por representar
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um intermediario molecular durante a replicacdo de muitos virus dentro de células
infectadas (OLIVEIRA et al., 2014; SAEED, 2017).

O gene IFIH1 (interferon induced with helicase C domain 1), localizado no
cromossomo 2 (2924) (Figura 9), codifica uma proteina homénima, também conhecida
como MDA5 (melanoma differentiation associated gene 5) capaz de reconhecer o
dsRNA viral no citoplasma das células infectadas modulando a resposta de IFN de
tipo 1, a producdo de citocinas pro-inflamatérias e processos apoptoticos
(CHISTIAKOV, 2010; OLIVEIRA et al., 2014). Estudos de associacdo genética
confirmaram que o gene IFIH1 estaria envolvido na via da patogénese de disturbios
autoimunes, como diabetes tipo 1 (T1D) e doenca de Graves (SMYTH et al., 2006;
SUTHERLAND et al. 2007; GATEVA et al., 2009).
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Figura 9 - Representacdo esquemética do gene IFIH1. O SNP C>T rs1990760 (Ala946Thr) do IFIH1
apresenta-se associado ao LES em estudos conduzidos em diversas populagfes. Fonte: BOUCAS et
al., 2013.

Um estudo de Crampton e colaboradores (2012) revelou que niveis elevados
de IFIH1L em camundongos lUpicos poderiam acelerar processos autoimunes e
exacerbar a doenca aumentando o0s niveis de autoanticorpos antinucleares
(CRAMPTON et al., 2012). Além disso, os niveis aumentados de IFIH1 em regides
especificas de tecido de pacientes com Lupus Eritematoso Discoide Crdnico sugerem
um papel fundamental desta proteina na predisposi¢céo ao LES (ZAHN et al., 2011).

O polimorfismo C>T rs1990760 (Ala946Thr) do IFIH1 apresenta-se associado
ao LES em estudos conduzidos em diversas populagdes como a Européia, Japonesa,
Chinesa e Americana (SLEGEN et al., 2008; GONO et al., 2010; CEN et al., 2012;
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MOLINEROS et al., 2013). Tais estudos identificaram que o alelo T esta associado a
uma maior susceptibilidade ao desenvolvimento da doenca, tendo em vista que o
aumento na expressao desse gene pode levar ao aumento dos niveis de IFN-a e
consequentemente desordens autoimunes. Contudo outros estudos apresentam
resultados contraditorios demonstrando a necessidade de mais estudos de
associacdo e da elaboracdo de meta-analises para melhor elucidar o papel desse
polimorfismo no LES (GATEVA et al., 2009; ENEVOLD et al.,, 2014). Robinson e
colaboradores (2011) observaram que a presenca do alelo T do rs1990760 esta
associada ao aumento de IFN-a no soro de pacientes lupicos, devido ao aumento da

expressao do IFIH1, promovendo autoimunidade.

2.8.3 Gene VDR

A vitamina D ou colecalciferol, € um hormonio esteroide que vem sendo descrito
na literatura como um potente hormonio imunossupressor, interferindo nas funcdes e
na modulacdo da célula T regulatoria (Th) (KAMEN et al., 2010). A relacédo entre a
deficiéncia de vitamina D com vérias doencas inflamatérias ja foi descrita, incluindo
diabetes Mellitos tipo I, esclerose mdltipla, doenca inflamatéria intestinal, artrite
reumatoide, bem como o LES (CANTORNA, 2000).

A principal fonte de vitamina D para o ser humano é a radiacao ultravioleta do
tipo B, proveniente da exposicdo a radiacdo solar, contudo a dieta também tem
participacao significativa, cerca de 20%, desta aquisicdo. Quando somos expostos a
radiacdo UVB um precursor da vitamina D presente na pele, o 7-desidrocolesterol,
sofre uma clivagem fotoquimica originando a pré-vitamina D3 que sofre um rearranjo
molecular que resulta na formacao da vitamina D3 (colecalciferol). A vitamina D circula
no sangue ligada a uma proteina ligadora de vitamina D, contudo uma pequena fracao
se liga a albumina. Quando chega ao figado a vitamina D, sofre hidroxilacdo, mediada
por uma enzima chamada citocromo P450-like, e é convertida em 25-hidroxivitamina
D [25(OH)D]. A etapa final da producéao deste horménio € uma hidroxilagdo que ocorre

nas células do tdbulo contorcido proximal no rim, dando origem a 1,25
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desidroxivitamina D [1,25(OH)2D3], sua forma biologicamente ativa (MARQUES et al.,
2010).

A funcéo primaria da vitamina D (D3) esta relacionada a homeostase do calcio
e ao metabolismo ésseo. Além disso, tem sido relatada como reguladora pleiotropica
da fisiologia humana e como moduladora do sistema imune inato e adaptativo (DI
ROSA et al., 2011; VELDURTHY et al., 2016). A vitamina D interage com 0 sistema
imunoldgico através da regulacdo e da diferenciacdo de células como linfécitos,
macrofagos e células NK, além de interferir na producao de diversas citocinas, como
por exemplo, a diminuicdo da producao de IL-2, INFy e TNF. Além disso, a vitamina
D promove a inibicdo da expresséo de IL-6 e inibicdo da producdo e secrecdo de
autoanticorpos pelos linfocitos B (SZODORAY et al.,, 2008). Estudos in vitro
demonstraram que a vitamina D inibe a sintese de IL-17, inibindo a diferenciacdo Th17
e aumenta a quantidade de células reguladoras CD4 + CD25 + T, que produzem IL-
10 e amplificam o interruptor Th1-Trl (HAYES et al., 2015).

A vitamina D exerce suas acdes através da interacdo com seu receptor
especifico chamado VDR, presente em varios 6rgaos, tecidos e em todas as células
do sistema imune (WANG et al., 2012). O VDR esta localizado no cromossomo 12
(12913.11) e exibe varios polimorfismos que podem modular os niveis e a atividade
do receptor (DE AZEVEDO SILVA et al., 2012). Trata-se de um fator de transcri¢éo
nuclear que em conjunto com a vitamina D, 1,25 (OH) 2D3 ativa, regula a expressao
de mais de 900 genes envolvidos em uma ampla gama de func¢@es fisioldgicas. A
participacdo do gene VDR na funcdo imune tem sido o foco de estudos de
susceptibilidade a varias doencas autoimunes, assim como no LES (KONGSBAK et
al., 2013).

As células T e B expressam VDR e sao células alvo importantes da regulacao
imune pelo calcitriol. A vitamina D pode suprimir a imunidade celular e humoral em
varios modelos animais, pois desempenha um papel importante na regulacdo da
proliferacdo, diferenciacdo de células B ativadas e producdo de imunoglobulinas
(ROLF et al., 2014).

A expressao e a atividade do VDR desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento, diferenciacdo de células T e sua funcéo efetora. As células T séo,

por sua vez, de grande importancia tanto para o desenvolvimento quanto para a
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progressao de doencas inflamatoérias. A principal acdo da 1,25 (OH) 2D3 ativa que
atua em conjunto com o VDR em linfécitos € inibir sua proliferacdo, diferenciacéo e
até mesmo a maturidade celular, esse efeito anti-proliferativo € mais profundo nas
classes de células auxiliares que supressoras, levando a inibicdo generalizada da
resposta imune adaptativa (KONGSBAK et al., 2013).

Por sua vez, um estudo realizado por Chen e colaboradores (2007) sugere que
a vitamina D modifica a atividade das células B induzindo apoptose precoce em
células B ativas. Portanto, o aumento da atividade nos pacientes com LES com niveis
inadequados de vitamina D ocorreria devido a uma menor quantidade de células B
apoptoticas e, por consequéncia, o aumento na producdo de auto-anticorpos. Além
disso, a vitamina D induz a sua propria degradacdo por ativacdo e aumento da
expressao da 24-hidroxilase. A regulacdo desta enzima em células B ativadas pode
ser a possivel causa de deficiéncia de vitamina D em individuos lUpicos devido a
diminuicdo da absorcdo de luz solar e doenca renal induzida pela prépria doenca
(CHEN et al., 2007).

O gene VDR esta localizado no cromossomo 12 (12g13.1), e tem comprimento
de mais de 100kb, apresentando oito éxons codificadores de proteinas (éxons 2-9),
seis éxons ndo traduzidos (la-1f), oito introns e duas regides promotoras
(NEJENTSEV et al., 2004). Os SNPs descritos no VDR encontram-se principalmente
nas regibes promotoras e na regido 3'UTR. Os polimorfismos Cdx2 (rs11574010),
Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410), Apal (rs7975232) e Taql (rs731236) sao
amplamente descritos na literatura (UITTERLINDEN et al., 2004; MORAND et al.,
2014).

O polimorfismo Cdx2 (G>A), ocorre na regiao promotora do gene VDR, e a
presenca do alelo A interfere na ligacdo do fator de transcricdo, aumentando a
atividade transcricional do gene e consequentemente sua expressao. O polimorfismo
Fokl (C>T) ocorre na juncao do intron 1 com o exon 2, gerando um cédon de inicio
adicional. Este polimorfismo influencia diretamente na funcionalidade da proteina e
interfere em processos imunorregulatorios, pois regula fatores de transcricdo
imunoespecificos, proliferacéo de linfécitos e sintese de proteinas do sistema imune.

Ja os polimorfismos Bsm1 (A>G), Apal (T>G) e Tagl (C>T) séao descritos como SNPs
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que apresentam elevado desequilibrio de ligacdo, porém sua relevancia funcional
ainda é pouco conhecida (MONTICIELO, 2011).

De Azevédo Silva e colaboradores (2013) avaliaram a possivel associacdo de
cinco TagSNPs do gene VDR que apresentam elevado desequilibrio de ligacdo e o
LES, bem como suas manifestacdes clinicas, em uma populacdo do Sudeste do
Brasil. Neste estudo os autores descreveram associacdo do rs11168268 com
alteracbes cutaneas, do rs3890733 com artrite, do rs2248098 com alteragdes
imunologicas e do rs4760648 com a presenca do anticorpo anti-dsDNA.

Os principais polimorfismos do gene VDR estudados e alguns de seus

TagSNPs estéo descritos na figura 10.
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Figura 10 - Estrutura do gene VDR. As posicbes dos SNPs rs11168268, rs2248098, rs4760648,
rs3890733, Cdx-2 e Fok-I estdo destacadas e as caixas pontilhadas indicam os respectivos TagSNPs.
Modificado de DE AZEVEDO SILVA et al., 2013.

Nos ultimos anos algumas meta-analises foram realizadas com intuito de

avaliar a associacéo de polimorfismos do gene VDR (Bsml, Fokl, Apal ou Taql) com
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risco de SLE. Contudo, tais pesquisas chegaram a conclusdo que estudos de
associacdo como estes devem ser feitos em diferentes populacées para que 0s
resultados sejam mais conclusivos, tendo em vista que a funcéo do gene VDR pode
sofrer influéncias ambientais, étnicas, epigenéticas, entre outras, que podem
influenciar nos resultados dos ensaios de associacéo ao risco de desenvolvimento do
LES e suas manifestacdes clinicas (MAO et al., 2014; ZHOU et al., 2014; HU et al.,
2016).

2.9 GENES DE REPARO DE DNA NO LES

As células humanas acumulam cerca de 10.000 quebras no DNA todos os dias,
sendo o reparo do DNA essencial para a manutencdo da estabilidade gendémica. A
falha em reparar essas quebras pode levar a mutagdes, instabilidade genémica ou
apoptose. Dentre os varios tipos de danos que podem ser expressos nas células, as
guebras na dupla fita do DNA (DSBs) sdo as mais perigosas. DSBs sao lesGes que
podem ser induzidas por eventos enddégenos como radicais Oz livres e a replicacao
do DNA, ou exdgenos como a acdo de agentes genotoxicos, radiacdo ionizante, ou
mesmo estresse ambiental. As células danificadas podem seguir por duas vias de
reparo de DSBs: recombinacdo homdloga (HR) e das extremidades ndo homologas
(NHEJ) (TSAI & LIEBER, 2010; NEAL & MEEK, 2011). Observa-se que pacientes com
LES apresentam deficiéncia no reparo de DSBs em relacdo a individuos saudaveis,
além disso, algumas enzimas de reparo da via NHEJ ja foram associadas ao LES e a
suas manifestagdes clinicas (BASSI et al., 2008).

Sandrin-Garcia e colaboradores (2009) avaliaram o perfil de expresséo génica
de 4500 genes comparando pacientes com LES nas fases ativa e de remissdo da
doenca em relacdo a individuos saudaveis. Um total de 156 genes mostrou-se
diferencialmente expresso quando comparados os pacientes e controles. Desses 156
genes, um total de 8 genes apresentaram expressao diferencial nas fases ativa e
inativa do LES, dentre os quais 0 LIG4 e 0 STK17A apresentaram repressao de 21 e
154 vezes, respectivamente, e 0 RAD52 apresentou inducao de cerca de 169 vezes,

todos na fase ativa a doenca.
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2.9.1 Gene RAD52

Um dos mecanismos de reparo de DSBs mais importantes utilizado pelas
células é a recombinacdo homologa (HR). A HR € a forma mais complexa de reparo
por exigir um molde de DNA (ROTHENBERG et al., 2008). De forma geral, o reparo
por HR é iniciado por uma deterioracdo na dupla fita de DNA fornecendo assim uma
cauda 3 de fita simples. Em seguida, as proteinas Rad51 e Dcml se ligam a essa
regido para iniciar o pareamento com uma sequéncia homologa de DNA. A regido 3’
fornecida pela degradacédo do DNA ap0s a quebra é usada como iniciador na sintese
da nova sequéncia (Figura 11). A proteina Rad51 € uma homologa da recombinase
RecA em bactérias e atua no pareamento inicial das fitas simples de DNA (HIOM,

1999).
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Figura 11 - Recombinacdo Homologa e Nao Homologa no reparo de DSBs. Modificado de PENG &
LIN, 2011.

Por sua vez, as proteinas Ku70 e Ku80 desempenham papel essencial no
ndcleo onde trabalham reunindo proteinas para a via NHEJ, como por exemplo, a
XRCC4, como também na via HR, como por exemplo, a BRCA1 iniciando o processo
de reparo de DSBs (Figura 11). Além disso, foi observado que células irradiadas nas
quais foram induzidos danos ao DNA a proteina Rad52 é presente em células XRCC4

deficientes, mas n&o em células deficientes em Ku80 (KOIKE et al., 2013).



45

A proteina RAD52 pertence a um grupo ubiquo de proteinas mediadoras de
recombinacado, cuja funcdo € essencial para recombinacdo homologa (HR), reparo
direto do DNA e resgate de forquilhas de replicagdo em colapso, atuando com um
papel chave na manutencéo da integridade do DNA (HIOM, 1999). O reparo de DSBs
gue ocorre através desse grupo de proteinas geralmente ndo apresenta erros, pois a
informacao genética na ruptura da fita dupla € restaurada a partir de uma copia intacta
provinda de outras partes do genoma (MORTENSEN et al., 2009).

A localizacdo nuclear da Rad52 e acumulacdo em sitios de DSBs séo
dependentes de oito aminoacidos (411-418) na extremidade da regido C-terminal de
Rad52 (Rad52 CTR). Estes aminoacidos sdo altamente conservados entre
mamiferos, aves, peixes e homologos, sugerindo que Rad52 CTR é importante para
a regulacdo e funcdo de Rad52 em vertebrados. Estes resultados sugerem a
importancia da Rad52 na via de reparo de danos ao DNA radioinduzidos (KOIKE et
al., 2013).

O gene RAD52 homodlogo esta localizado no cromossomo 12 (12p13.33),
apresenta 13 éxons e codifica uma proteina essencial nos estagios iniciais de reparo
por HR. A proteina Rad52 interage com a proteina de recombinacdo do DNA Rad51,
mediando a sua funcdo. A Rad52 humana atua também como uma proteina
alternativa mediadora da acdo de BRCA2 (HIOM, 1999). A RAD52 é uma das mais
importantes proteinas que atuam na HR, e células tumorais com mutacdes deletérias
no RAD52 apresentam um mecanismo de HR completamente defeituoso (DANQY et
al., 2008).

Estudos recentes sugerem a aplicacdo de pequenas moléculas inibidoras de
RAD52 quanto ao seu potencial como futura droga contra mutagdes no gene BRCA
em células de carcinoma (CHANDRAMOULY et al., 2015; SULLIVAN et al., 2016).
SNPs no RAD52 e no XRCC4 foram associados a uma maior susceptibilidade ao
carcinoma de glandulas salivares e variantes genéticas envolvidas com as vias NHEJ
e HR do reparo de DSBs contribuem com diferencas na susceptibilidade a esta doenca
(XU et al., 2015).

Apenas um estudo de associagao correlaciona polimorfismos do RAD52 e a
susceptibilidade ao LES, contudo, este estudo ndo encontrou qualquer associacéo
com a doenca (DE AZEVEDO SILVA et al., 2014). Todavia, no Gnico estudo que avalia
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o perfil de expressdo do RAD52, observou-se expresséo diferenciada deste gene em
relacdo ao LES (SANDRIN-GARCIA et al., 2009). No trabalho desenvolvido por De
Azevedo Silva e colaboradores (2014) foram avaliados 3 SNPs do gene RAD52
(rs1051669, rs11064607 e rs3748522) na populacdo do Sudeste Brasileiro. Os
TagSNPs avaliados cobriam o gene quase que completamente por desequilibrio de
ligacdo (Figura 12), incluindo regies regulatérias como 3'UTRs. Este estudo nao
encontrou associacao entre RAD52 e o LES a nivel gendmico, entretanto, esta mesma
populacao foi estudada através da analise de microarray em trabalho desenvolvido
por Sandrin-Garcia e colaboradores (2009) apresentando aumento de 169 vezes na

expressao do RAD52 em pacientes lupicos na fase ativa da doenca.
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Figura 12 - a) Estrutura do gene RAD52 e localizagdo de 3 TagSNPs (rs1051669, rs11064607 e
rs3748522). b) Posicdo dos TagSNPs em grafico LD gerado pelo software Haploview. Fonte: DE
AZEVEDO SILVA et al., 2014.
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2.9.2 Gene LIG4

O gene LIG4 codifica a proteina DNA ligase IV que atua em associagdo com a
proteina XRCC4 no reparo e recombinacdo de extremidade ndo-homologas (NHEJ).
A associacéo da ligase IV com o0 XRCC4 é essencial para o reparo de DSBs atraves
de NHEJ em seres humanos. O gene DNA ligase IV, ou LIG4, esta localizado no
cromossomo 13 (13g33—g34), apresenta 10,9 kb e consiste de 2 éxons e 1 intron. O
cDNA codifica 911 aminoacidos com peso molecular previsto de 96kDa
(CHISTIAKOQV, et al., 2009).

Dois complexos principais operam durante a NHEJ: uma proteina quinase
dependente de DNA (DNA-PK) que reconhece, protege as terminacbes das DSBs
através da sua auto-fosforilacdo, promove a carga e a ativacdo de fatores de
transformacao necessarias para limpar as extremidades antes ligacao promovida pelo
complexo Cernunnos-XLF / XRCC4 / ligase IV que é responséavel pela etapa de
ligacao final. Dentro deste complexo o0 XRCC4 interage diretamente com a DNA ligase
IV, sendo esta instavel na auséncia de XRCC4 (Figura 11) (MENCHON et al., 2016).

Estudos em linhagens celulares animais, sem a presenca do gene LIG4
indicaram uma elevada sensibilidade dessas células aos raios X e a agentes
prejudiciais ao DNA, devido ao reparo ineficiente de DSBs por NHEJ. A auséncia do
gene LIG4 em murinos é letal, causando morte embrionaria e apoptose neural
massiva, com bloqueio da linfogénese e multiplos defeitos celulares (FRANK, et al.,
1998). Da mesma forma, o knockout do LIG4 em linhagens de células somaticas
humanas exibiu extrema radiossensibilidade, sugerindo que LIG4 é indispensavel
para o reparo de DSBs (OH et al., 2013).

A sindrome do LIG4 é causada por mutacBes neste gene que envolvem a
reducdo da atividade da ligase no reparo do DNA. A sindrome é caracterizada por
radiossensibilidade, microcefalia, anormalidades neuroldgicas, insuficiéncia da
medula 0ssea e aumento da susceptibilidade ao cancer (O'DISCOLL et al., 2001;
CHISTIAKQV, et al., 2009). Em 2014 De Azevédo Silva e colaboradores realizaram
um estudo de associacao onde correlacionaram pela primeira vez polimorfismos no
LIG4 e a susceptibilidade ao LES, eles avaliaram os TagSNPs (rs10131, rs1805386,
rs1805388 e rs3093740) (Figura 13) e embora ndo tenham identificado associagao
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com a doenca, em um estudo prévio realizado com a mesma populacédo atraves de
microarrays foi observada uma diminuicdo de 21 vezes na expressdo do LIG4 em
individuos lupicos (SANDRIN-GARCIA et al., 2009).
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Figura 13 - a) Estrutura do gene LIG4 e localizacdo de 4 TagSNPs (rs10131, rs1805386, rs1805388 e
rs3093740). b) Posicdo dos TagSNPs em grafico LD gerado pelo software Haploview. Fonte: DE
AZEVEDO SILVA et al., 2014.
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Em um estudo de Jahanting e colaboradores (2015) foi observada associagcao
de dois genes envolvidos na via do LIG4, o XRCC5 (rs6147172) e o XRCC7
(rs7003908), com o desenvolvimento do LES. Tais polimorfismos apresentam efeitos
funcionais e influenciam diretamente no processo de reparo do DNA, pois a NHEJ
depende diretamente dos genes da familia XRCC para codificar as proteinas Ku80
(XRCC5H) e Ku70 (XRCC6) que, por sua vez, desempenham papel crucial no
recrutamento de proteinas envolvidas com o inicio do reparo & molécula de DNA
(JAHANTIGH et al., 2015). Em um estudo de Bassi e colaboradores (2008), inclusive,
foi demonstrada associagao do polimorfismo Arg399GIn no XRCC1 com uma maior

susceptibilidade ao desenvolvimento do LES.

2.9.3 Gene STK17A

O gene Serinal/treonina quinase 17A (STK17A), localizado no brago curto do
cromossomo 7 (7pl3), também conhecido como DRAK1 (proteina quinase DAP
indutora relacionada a apoptose 1), € um membro da familia de proteinas-quinase
associadas a apoptose (DAPK). O STK17A foi inicialmente clonado a partir de uma
biblioteca de cDNA de placenta humana (SANJO et al., 1998; ASHURST et al., 2005).

O STK17A codifica a proteina nuclear autofosforilada DRAK1 que apresenta
um dominio catalitico N-terminal e um dominio regulador do terminal C e a repressao
desse gene foi relatada em varios estudos em associacdo ao desenvolvimento de
diversos tipos de cancer (SANJO et al., 1998; YANG et al., 2007; PARK et al., 2015).
O STK17A pode ser ativado em resposta a estimulos externos, como a radiacdo UV
e certas drogas. Além de estar envolvido na regulacdo positiva do processo de
apoptose, participa da regulacdo de processos nucleares em resposta ao estresse
oxidativo a molécula de DNA, através da regulacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (SANJO et al., 1998; MAO et al., 2011).

Blount e colaboradores (1991) postularam que danos ao DNA provenientes de
interagdo por ROS podem afetar diretamente o desenvolvimento de doencas
autoimunes, como o LES. A imunogenicidade do DNA danificado por ROS é
aumentada implicando no aumento da producéo de anticorpos anti-DNA no lapus.
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Além disso, o perfil de imunogenecidade e antigenecidade vai depender do
mecanismo de producdo do ROS, se por radiagcéo ionizante, radiacao ultravioleta,
agentes quimicos ou medicamentos (BLOUNT et al., 1991; COOKE et al., 1996).

Segundo Bashir e colaboradores (1993) os ROS produzidos no sitio de injaria
ao interagirem com o DNA podem produzir as SSBs e as DSBs. Sabendo-se que a
via das DAP-quinases participa diretamente nos mecanismos de reparo do DNA
através da regulacado de ROS, mecanismo este que se apresenta comprometido em
individuos com LES (BLOUNT et al., 1991; COOKE et al., 1996).

Da Silva Fonseca e colaboradores (2013) realizaram o Unico estudo de
associacao envolvendo o gene STK17A e o LES. Eles avaliaram a associacdo de
cinco TagSNPs (rs2330875, rs7802995, rs7805969, rs10259269 e rs15866) do gene
STK17A e o LES (Figura 14). No estudo, os autores observaram associacdo do SNP
rs7805969 do STK17A com algumas manifestacdes clinicas da doenca, como artrite,
alteracdes cutaneas e alteragcdes imunoldgicas. Além disso, quando avaliaram estes
tagSNPs quanto ao desequilibrio de ligacao (Figura 15) e distribuicdo de haplotipos,
encontraram associacao entre os haplétipos TGGTC, TAGTC e AAGAT e risco de
desenvolvimento de LES. Ao considerar manifestacdes clinicas, os haplotipos TGGTT
e TAGTC foram associados a protecdo contra alteracbes cutdneas e o haplotipo
TAGTC a alteracdes hematoldgicas. Nesse mesmo estudo eles também encontraram
associacao entre manifestagfes clinicas de LES e a etnia, onde pacientes de origem
européia foram mais suscetiveis a alteracées cutaneas e hematolégicas que o grupo
controle (DA SILVA FONSECA et al., 2013).
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Figura 14 - Estrutura do gene LIG4 e localizacdo dos 5 TagSNPs rs2330875 (A>T), rs7802995 (A>G),
rs7805969 (A>G), rs10259269 (A>T) e rs15866 (C>T).
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Figura 15 - Posicdo dos 5 TagSNPs (rs2330875, rs7802995, rs7805969, rs10259269 e rs15866) do
gene STK17A em grafico LD gerado pelo software Haploview. Fonte: DA SILVA FONSECA et al., 2013.

Tendo em vista que fatores ambientais como a Radiacdo Ultravioleta e o virus
Epstein Barr influenciam diretamente na patogénese do LES e que a influéncia
ambiental se da através da ativacao de vias da imunidade inata e adaptativa e de vias
de reparo de DNA. Estudar os principais genes relacionados a tais vias tais como
PTPN22, IFIH1 e VDR, relativos a imunidade inata e adaptativa e RAD52, LIG4 e
STK17A, relativos ao reparo de DNA, pode ajudar a elucidar a patogénese do Lupus
Eritematoso Sistémico, justificando a conducdo do presente estudo. A hipétese
condutora da pesquisa, portanto, € de que genes da imunidade inata e adaptativa e

genes de reparo de DNA influenciem na patogénese do Lupus Eritematoso Sistémico.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia dos genes da imunidade inata e adaptativa PTPN22, IFIH1
e VDR, e dos genes de reparo de DNA RAD52, LIG4 e STK17A na patogénese do
LUpus Eritematoso Sistémico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a influéncia do gene PTPN22 no LES a partir do SNP rs2476601
1858C>T relacionando os dados de maneira global e por etnia, através de
meta-analise.

e Avaliar a possivel associacdo do gene IFIH1 no LES a partir dos SNPs
(rs6432714, rs10930046, rs1990760 e rs3747517) em pacientes lUupicos e
controles saudaveis das populacfes dos estados de Sdo Paulo e Pernambuco
e verificar, através de meta-andlise, a influéncia deste gene no LES a partir do
SNP rs1990760 relacionando os dados globais com os resultados obtidos no
estudo de associacéo conduzido na populacéo Brasileira.

e Avaliar a possivel associacdo do gene VDR no LES a partir dos SNPs
(rs11168268, rs2248098, rs1540339, rs4760648, rs3890733, rs2228579 e
rs11568820) em pacientes lUpicos e controles saudaveis da populacdo do
estado de Pernambuco e verificar o perfil de expressdo este gene em
individuos com LES e individuos saudaveis da populacdo do estado de
Pernambuco e correlacionar com caracteristicas clinicas da doenca.

e Avaliar a possivel associacdo dos genes LIG4 (rs10131, rs1805388 e
rs3093740), RAD52 (rs11064607, rs1051669 e rs3748522) e STK17A
(rs7805969 e rs2330875) em pacientes lapicos do estado de Pernambuco,
correlacionando com a susceptibilidade e manifestacdes clinicas da doenca e
verificar o perfil de expressdo do gene RAD52 em pacientes com LuUpus
Eritematoso Sistémico e controles saudaveis da populacdo do estado de

Pernambuco correlacionando com a doenca e suas caracteristicas clinicas.
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PTPN22 1858C > T polymorphism and susceptibility to systemic lupus
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ABSTRACT

Studies performed in the past years showed PTNP22 1858 C >>T (rs2476601) polymorphism as associ-
ated with systemic lupus erythematosus susceptibility, although conflicting findings are still found. In
this context, a powerful statistical study, such as meta-analysis, is necessary to establish a consensus.
The aim of this study was to evaluate association studies between the PTPN22 1858 C > T polymorph-
ism and SLE by a meta-analysis update, including three recently published studies in the last three-
years. A total of 3868 SLE patients and 7458 healthy individuals were considered herein, enclosing 19
studies from Asian, American, European and Latin ethnic groups. Odds ratio (OR) was performed for
allelic, dominant and recessive genetic models. Statistically significant association was found between
the PTPN22 1858 C > T polymorphism and susceptibility to SLE in all inheritance models. Allelic genetic
model data (OR=1.54, 95% confidence interval (Cl) = 1.38-1.72, p value=.000) shows that T allele con-
fers increased SLE susceptibility. As well as recessive genetic model (OR=2.04, 95% Cl=1.09-3.82,
p value=.030) for T/T genotype. Instead, dominant genetic model shows that C/C genotype confers
lower susceptibility for SLE development (OR=0.62, 95% Cl=0.54-0.72, p value =.000). In addition,
we provided an ethnicity-derived meta-analysis. The results showed association in Caucasian
(OR=1.47, p value=.000) and Latin (OR=2.41, p value =.000) ethnic groups. However, rs2476601
polymorphism is not associated nor in Asian (OR=1.31; p value=.54) and African (OR=2.04; p val-
ue=.22) populations. In conclusion, present meta-analysis update confirms that T allele and T/T geno-
type in PTPN22 1858 C >T polymorphism confers SLE susceptibility, particular in Caucasian and Latin
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groups, suggesting PTPN22 1858 C > T as a potential genetic marker in SLE susceptibility.

Background

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a multifactorial auto-
immune and inflammatory disease characterized by loss of
self-tolerance with hyperactivation of autoreactive T and B
cells [1]. In SLE pathogenesis, multiple susceptibility genes
interact with a variety of environmental factors producing
autoantibodies against nuclear antigens leading to auto-
immunity that affects several tissues and organs, resulting in
heterogeneous clinical and immunological manifestations [2].

Protein tyrosine phosphatase non-receptor type-22
(PTPN22) gene is located at chromosome 1 (1p13.1-1p13.3)
and encodes a lymphoid tyrosine phosphatase known as Lyp
protein, an important negative regulator of T-cell signalling.
Lyp is a kinase suppressor of T lymphocytes activation [3,4].
The single nucleotide polymorphism (SNP) 1858C>T
(rs2476601) results in amino acid change from arginine (R)
to tryptophan (W), also called R620W, resulting in inter-
action disruption between Lyp and Csk and aberrant
deregulation of T cells [5].

Genome Wide Association Studies (GWAS) and case--
control studies indicated that PTPN22 is the second most
important deregulated gene in autoimmune disorders [3].
Moreover, decreased or absent PTPN22 mRNA expression
in SLE patients suggests that Lyp plays an important regula-
tory role, and its absence contributes to the inflammatory
response and disease activity in SLE [6].

The PTPN22 1858 C>T has a variable worldwide distri-
bution and has already been studied in several populations
as Asian, American, European and Latin. PTPN22
1858 C >T is also associated with multiple autoimmune dis-
eases as rheumatoid arthritis, type-1 diabetes, autoimmune
thyroid disease and SLE [7,8]. However, the key reason to
conflicting results in association studies is the genetic diver-
sity. In this context, a worldwide and ethnic-driven meta-
analysis are required to improve a statistical and powerful
data by enough sample size in different studies of diverse
populations. Thus, we performed a global meta-analysis
update for PTPN22 1858 C >T (rs2476601) in SLE disease
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ABSTRACT. Systemic lupus erythematosus (SLE) is a complex
autoimmune disorder presenting heterogeneous clinical manifestations.
A number of genes involved in SLE susceptibility are related to the type

Genetics and Molecular Research 15 (4): gmr15048008
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I interferon (IFN) pathway. IFN mediates innate immune responses and
its increased levels contribute to the breakdown of peripheral tolerance.
Interferon-induced helicase C domain 1 (IFIH1) activates and modulates
IFN responses through its caspase recruitment domain. In this study,
we analyzed four /FIHI single nucleotide polymorphisms (SNPs):
rs6432714, rs10930046, rs1990760, and rs3747517, in 337 patients
with SLE and 373 healthy individuals from southeast and northeast
Brazil. Our results did not find an association between /F/H1 SNPs and
SLE (P value >0.025 after Bonferroni’s adjustment). However, meta-
analysis of peer-reviewed articles from 2008 to 2015 and data from this
study indicated an association between rs1990760 and SLE onset (P <
0.05). This is the first association analysis on /F/HI polymorphisms
and SLE susceptibility in Brazilian populations.

Key words: IFIH1; SLE; SNPs; SLE clinical manifestations;
Meta-analysis

INTRODUCTION

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune disorder
characterized by the formation of pathogenic autoantibodies against nuclear antigens
and breakdown of self-tolerance. SLE etiology is not completely known, and genetic
predisposition and environmental factors play a key role in its pathogenesis. Additionally,
SLE presents extensive and heterogeneous clinical manifestations varying according
to ancestry, geography, and particularly gender (Tsokos, 2011). Several of the genes
associated with SLE seem related to the type I interferon (IFN) pathway, and lead to
increased serum levels of IFN-inducible genes, known as “IFN-signature” (Tsokos, 2011;
Choubey, 2012).

Interferon-induced helicase C domain 1 (/F/HI) gene, located at chromosome 2
(2924), encodes the homonymous protein, which recognizes viral dSRNA in the cytoplasm of
infected cells and modulates IFN responses, such as production of pro-inflammatory cytokines
and apoptotic processes (Chistiakov, 2010). Genetic association studies have confirmed that
IFIH]I is involved in autoimmune disorders, such as type 1 diabetes and Graves’ disease;
recently a link to SLE has been investigated (Smyth et al., 2006; Sutherland et al., 2007;
Gateva et al., 2009). These studies have revealed that high levels of IFIH1 in lupus-prone mice
could accelerate autoimmune processes and exacerbate the disease by increasing the levels
of antinuclear autoantibodies (Crampton et al., 2012). Moreover, increased levels of IFIH1
in tissue-specific regions of chronic discoid lupus erythematosus patients (Zahn et al., 2011)
indicate a key role in predisposition to SLE.

The association between /F/HI polymorphisms and SLE has been investigated in
different populations, but not in the Brazilian one. In this study, we assessed the association
between four /FIHI polymorphisms (rs6432714, rs10930046, rs1990760, and rs3747517)
and SLE pathogenesis, as well as its clinical manifestations in Brazilian patients from two
different cohorts. In addition, we conducted a meta-analysis of recent literature involving
IFIH1 1rs1990760 and SLE susceptibility.

Genetics and Molecular Research 15 (4): gmr15048008



61

ARTIGO 3




62

ARTIGO 3

Artigo a ser submetido a revista Autoimmunity, ISSN: 0891-6934, Fator de Impacto
2.629




63

NEPHRITIC DISORDER AND SKIN ALTERATIONS ARE ASSOCIATED TO
VITAMIN D RECEPTOR (VDR) GENE POLYMORPHISMS AND DIFERENTIAL
EXPRESSION IN SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS

Authors: Jaqueline de Azevédo Silva?®, Suelen Cristina LimaP, Thiago Sotero
FragosoY, Catarina Addobbati®?, Alexandre Domingues Barbosa®¢, Maria Eduarda
Bezerra de Albuquerque Borborema®P, Angela Luiza Branco Pinto Duarte®, Sergio

Crovella®b, Paula Sandrin-Garcia®P?

Affiliation

a Department of Genetics, Federal University of Pernambuco, Recife, Pernambuco,

Brazil.

b Laboratory of Immunopathology Keizo Asami (LIKA), Federal University of

Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

¢ Division of Rheumatology, Hospital das Clinicas, Federal University of Pernambuco,

Brazil.

d-Rheumatology Service, Clinical Hospital, Federal University of Alagoas, Maceio,

Alagoas, Brazil

8Corresponding author:

Jaqueline de Azevédo Silva; e-mail: j.azvedo@gmail.com
LIKA/ Federal University of Pernambuco - UFPE

Av. Moraes Rego, 1235, Recife/ Brazil CEP 50760-901

Telephone/ Fax 55 8121268522

Running-title: VDR GENE IN SLE



64

ABSTRACT

Systemic Lupus Erythematosus is a multifactorial autoimmune disorder that displays
an important genetic background. Featured by a wide range of clinical manifestations
and several genes associated to disease’s development as genetic markers. Vitamin
D function through its receptor (VDR) goes beyond the bone metabolism, presenting
an important immunomodulatory role in autoimmune misbalance. In the present study,
we assessed 5 TagSNPs (rs11168268, rs2248098, rs1540339, rs4760648 and
rs3890733) and 2 functional SNPs, rs2228570 (Fokl) and rs11568820 (Cdx-2),
covering by linkage disequilibrium almost all VDR gene, in SLE differential
susceptibility and clinical features. We also evaluated VDR expression profile in
patients and healthy controls, and compared mRNA levels according SNP Cdx-2
genotype. For the genetic association study, 128 SLE patients and 138 healthy controls
(HC) were genotyped with fluorogenic specifics probes using ABI7500 platform. We
detected association between rs11168268 and SLE susceptibility (p= 0.008). Our
results also showed SNPs rs2248098 and rs2228570 associated to lower SLE
susceptibility (p= 0.02 and p= 1.77x10-'3, respectively). Concerning clinical features,
our results indicated an association between rs11168268 with nephritic disorder (p=
0.01), rs4760658 with photosensitivity (p= 0.02), rs1540339 with antibody anti-dsDNA
(p=0.015) and rs3890733 with serositis (p= 0.01). In gene expression analysis, VDR
MRNA levels from 29 SLE patients and 17 HC were assessed by qPCR analysis. We
identified down-regulation in VDR expression levels in SLE patients (-10.51 Fold
Change [FC]) when compared to HC group and also the genotypes Cdx-2 A/G and
G/G (-9.6 and -12.6 FC, respectively) presented decreased VDR expression when
compared to A/A genotype. Additionally, was found a differential VDR expression in
two clinical features analyzed, skin alterations presented up-regulation (+1.3 FC) and
nephritic disorder presented a down-regulation (-5.7 FC). Our results indicated VDR
polymorphisms are associated to SLE and its clinical features and display a down-
regulation in SLE patients and presents differential expression in clinical features
highlighting the important role of this receptor upon disease’s course.

Keywords: Nephritic Disorder. Systemic Lupus Erythematosus. Skin alterations. SNP.
VDR.
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ABSTRACT

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autoimmune disorder characterized by an
inappropriate inflammatory response due to immune system failure in the
differentiation of self and non-self. SLE establishment, in the majority of patients,
results from the combined effect of a large number of gene polymorphisms, including
the ones involved in DNA repair pathways. SLE patients display an inefficient DNA
repair mechanism that remains to be fully understood. Therefore, herein we assessed
eight SNPs within three DNA repair genes: LIG4 (rs10131, rs1805388, rs3093740),
RAD52 (rs11064607, rs1051669, rs3748522) and STK17A (rs7805969, rs2330875)
genes, and its possible association in SLE development. Genotyping was performed
using fluorogenic probes (Tagman® system) in 202 SLE patients and 190 healthy
individuals from Northeast Brazilian population, in order to detect any differential allelic
or genotypic distribution in SLE patients or its clinical features. Additionally, we
assessed the mRNA expression levels from RAD52 in 29 SLE patients and 17 healthy
controls in whole blood by RT-gPCR. We identified the RAD52 SNP rs1051669 T allele
as associated to SLE susceptibility (p= 0.029), however, T allele (p= 0.027) and T/T
genotype (p= 0.006) was associated with lower susceptibility to oral ulcers. We also
observed lower susceptibility to development of following clinical manifestations within
SLE patients: LIG4 SNP rs3093740 and nephritic disorder in G/T genotype (p= 0.018)
and STK17A SNP rs2330875 with malar rash in A (p= 0.007) allele and A/A genotype
(p=0.010). RAD52 expression assay was also performed and showed down-regulation
in SLE patients when comparing to healthy controls (-7.23 Fold Change [FC]).
Additionally, was found a differential expression of RAD52 in two clinical features
analyzed, skin alterations presented up-regulation (+4.7 FC) and nephritic disorders a
down-regulation (-10.3 FC). Our results indicated DNA repair genes LIG4, RAD52 and
STK17A polymorphisms are associated to SLE and some clinical SLE features and
RADS2 display a down-regulation in SLE patients and presents differential expression
in clinical features highlighting the important role of DNA repair pathways upon

disease’s course.

Keywords: DNA repair genes. Gene expression.. Systemic Lupus Erythematosus.
SNPs
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4 DISCUSSAO GERAL

O Lupus Eritematoso Sistémico € uma doenca autoimune de caréater
inflamatorio que apresenta falhas na atuacdo da imunidade inata e adaptativa e das
vias relacionadas ao reparo ao dano no DNA. Esse comprometimento pode ser
determinado por uma série de fatores que atuam em conjunto, tais como fatores
ambientais, hormonais, imunolégicos e genéticos (TSOKOS, 2011; HAHN, 2012; KIM
& CHONG, 2013; WEIDENBUSCH et al., 2017).

No presente estudo analisamos a influéncia de alguns fatores genéticos no
LES, tais como os genes PTPN22, IFIH1, VDR, que atuam na imunidade inata e
adaptativa; e também os genes RAD52, LIG4 e STK17A que influenciam as principais
vias de reparo a danos no DNA. Para tanto, meta-andlises, estudos de associacdo e
analise do perfil de expresséo foram utilizadas como ferramentas de estudo, sendo
produzidos 4 artigos, descritos anteriormente nesta tese de doutorado. A figura 16
mostra uma representacdo esquematica das principais vias de atuacdo onde cada
gene presente neste estudo interage e poderia estar influenciando na patogénese do
LES.

O gene PTPN22 possui um polimorfismo missense (sentido trocado) de Unico
nucleotideo (rs2476601) na posi¢cdo 1858 (C>T), que provoca a substituicdo de um
aminoécido arginina no codon 620 (CGG) por um triptofano (TGG) da proteina LYP
(variante W620) que atua inibindo a ativacdo das células T e esta envolvida na
regulacdo da sinalizacdo do seu receptor, o TCR, associado a diversas doencas
autoimunes inclusive o LES (Figura 16) (WU et al., 2006; FOUSTERI et al., 2013).

Contudo, estudos de associacdo realizados em diversas populacdes com o
SNP rs2476601 do PTPN22 apresentam resultados conflitantes, tais resultados
justificam a utilizacdo de meta-analises como ferramenta de estudo nesses casos
(AKSOQY et al., 2011; LEA & LEE, 2011; SHI et al., 2013; OSTANEK et al., 2014).

Os resultados da meta-analise no SNP rs2476601 do PTPN22 conduzida no
presente trabalho mostraram que o alelo T e o gendtipo T/T conferem susceptibilidade
aumentada ao LES, enquanto o gendétipo C/C confere susceptibilidade diminuida ao
LES.
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Ladner e colaboradores (2005) observaram que as células T e outras células
imunes tornam-se hiper-responsivas causando aumento da inflamacao e danos nos
tecidos na presenca do alelo T do SNP rs2476601 do PTPN22 em uma ou ambas as
copias do gene. Possivelmente, o PTPN22 influencia na autoimunidade, facilitando o
aparecimento e a progressdo da doencga devido ao aumento na producdo de auto-
anticorpos, explicando também seu envolvimento com outras doencas autoimunes.
Corroborando com nossos dados, trés meta-analises conduzidas anteriormente
também revelaram associacao entre rs2476601 do PTPN22 e o LES em escala global
(LEA & LEE, 2011; ZHENG et al., 2012; SHI et al., 2013). Contudo, o0 nosso estudo é
o primeiro a avaliar tanto um perfil global quanto um perfil étnico de associacdo nas
populacdes asiatica, africana, europeia e latina.

O gene IFIH1 codifica a proteina citoplasmatica MDADS, capaz de reconhecer
dsRNAs, encontrados abundantemente em células infectadas pelo virus Epstein Barr,
ativando a sinalizagdo do IFN-a. O IFN-a é amplamente descrito como um alvo
terapéutico no LES e a sua presenca, descrita como “assinatura de IFN”, ja foi bem
descrita e amplamente avaliada como marcador biolégico para a atividade da doenca,
tendo em vista que o IFN-a atua ativando a apoptose, iniciando o “clearence” dos
corpos apoptoticos e ativando a transcricdo de fatores como o IFR3, IFR7 e o NF-KB
(Figura 16) (CHISTANOVIK, 2010; ELKON & STONE, 2011).

Nesta tese 0 estudo de associa¢éo genética conduzido a partir de quatro SNPs
do gene IFIH1 nas populacdes do Nordeste e Sudeste do Brasil ndo detectou qualquer
associacdo entre os SNPs testados e a susceptibilidade ao LES ou as suas
caracteristicas clinicas. A literatura descreve, contudo, que o polimorfismo C>T
rs1990760 (Ala946Thr) do IFIH1 apresenta-se associado ao LES em diversos estudos
conduzidos em varias populacfes como a Européia, Japonesa, Chinesa e Americana
(SLEGEN et al., 2008; GATEVA et al., 2009; GONO et al., 2010; CEN et al., 2012;
MOLINEROS et al., 2013; ENEVOLD et al., 2014). Tais estudos identificaram que o
alelo T do SNP rs1990760 do IFIH1 esta associado ao desenvolvimento da doenca,
tendo em vista que a expressao diferencial desse gene influencia producgéo de IFN-a
e, consequentemente, promove desordens autoimunes (CHISTANOVIK, 2010).

Contudo alguns estudos séo contraditorios quanto ao tipo de associacao,
demonstrando a necessidade de mais estudos deste tipo e da elaboragdo de meta-
analises para melhor elucidar o papel desse polimorfismo no LES (GATEVA et al.,

2009; ENEVOLD et al., 2014). A meta-analise conduzida neste estudo mostrou que o
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alelo C do SNP rs1990760 esta associado a uma menor susceptibilidade ao SLE.
Embora nosso estudo corrobore com grande parte dos estudos ja realizados, nossos
resultados sdo divergentes em relacdo a alguns estudos anteriores (GONO et al.,
2010; CUNNINGHAME GRAHAN et al., 2011; CEN et al., 2013). Essas diferencas
podem ser explicadas levando em consideracdo a heterogeneidade genética das
populacdes incluidas neste e em outros estudos, como também proposto por Enevold
e colaboradores (2014). Nossa analise estatistica de sensibilidade, por sua vez,
indicou que um grande numero de estudos € necessario para produzir resultados de
meta-analise mais robustos. Apesar disso, 0s resultados obtidos nesse estudo
reforcam a influéncia do IFIH1 na patogénese do LES.

A participacao do gene VDR na funcao imune tem sido o foco de muitos estudos
de associacao genética a varias doencas autoimunes, incluindo o LES (KONGSBAK
et al., 2013). A vitamina D exerce suas funcdes através da interagdo com seu receptor
especifico chamado VDR presente em varios 6rgaos, tecidos no citoplasma de
diversos tipos celulares, e em todas as células do sistema imune, e que ao entrar no
ndcleo da célula se heterodimeriza com o receptor de &cido retindico (RXR) (Figura
16), adquirindo a capacidade de interferir na transcricdo génica de diversos genes
(KAMEN & TANGPRICHA, 2010; WANG et al., 2012).

No presente estudo de associacdo genética conduzido a partir de 7 SNPs do
gene VDR houve associacao de 3 destes SNPs com o LES, além disso, alguns SNPs
ainda associaram a caracteristicas clinicas, tais como: fotossensibilidade (rs4760658),
nefrite (rs11168268), anticorpo anti-dsDNA (rs1540339), e serosite (rs3890733) sendo
algumas destas associacOes relatadas pela primeira vez. Encontramos associacao
entre rs11168268 e rs2248098 e o desenvolvimento do LES, onde o gendtipo G/G do
rs11168268 (A>G) conferiu maior susceptibilidade ao LES; e onde alelo G, bem como
0s genotipos A/G e G/G do rs2248098 (A>G) conferiram menor susceptibilidade ao
LES. Embora nenhum estudo anterior ao nosso tenha associado esses SNPs a
susceptibilidade ao LES, estes ja haviam sido relatados associa¢des entre alteracdes
cutaneas (rs11168268) e alteracdes imunoldgicas (rs2248098) do LES em um estudo
populacional do Sudeste do Brasil (DE AZEVEDO SILVA et al., 2014).

Em nosso estudo de associacado observou-se, também, que no SNP rs2228570
(Fokl) (C>T) a presencga do alelo C, bem como os genétipos C/T e C/C indicaram uma
menor susceptibilidade ao LES. Dzheibir e colaboradores (2016) descreveram que 0

alelo C do SNP Fokl (variante mais curta da proteina) provavelmente interage mais
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fortemente com o fator de transcricdo TFIIB do que em relacdo a variante mais longa,
sugerindo que a proteina VDR mais curta seria mais eficiente na via de ativacéo de
vitamina D. Na andlise de expressdo génica realizada nos pacientes lupicos, o0 gene
VDR apresentou expressao diminuida quando comparado aos individuos saudaveis.
Além disso, na expressdo gendtipo guiada do VDR em pacientes lUpicos de acordo
com o SNP rs11568820 (Cdx-2) foi observada uma diminuicdo na expressao em
pacientes com genoétipos G/A e G/G, quando comparado com o gendtipo A/A,
indicando que o alelo G diminuiria a expressdo do VDR nesses individuos.

E conhecido que pacientes com LES apresentam niveis baixos de vitamina D
em comparacgdo com individuos saudaveis (XIAO et al., 2016). A vitamina D inibe a
acao das células B ativadas e induz sua apoptose, por sua vez as células B expressam
MRNAS para proteinas envolvidas na atividade da vitamina D, incluindo o VDR, que
consequentemente é regulado pelos niveis de vitamina D (CHEN et al., 2007). Ao
avaliar a expressdo do VDR em relacdo ao risco de desenvolvimento de
manifestacdes clinicas no LES, nossos resultados mostraram que pacientes com
alteracOes cutaneas apresentam um aumento na expressao do VDR. Os estudos
conduzidos por MacLaughlin e colaboradores (1982) e Lee e colaboradores (2013)
mostram que mesmo que outros tipos de células apresentem menor expressdo do
VDR, as células da pele podem expressar nhormalmente o receptor de vitamina D.
Esses tipos de células convertem a 25-hidroxivitamina D circulante para 1,25-
dihidroxivitamina D para uso local, regulando a expressdo de VDR localmente.
Observamos que, como a regido Nordeste do Brasil possui uma maior exposi¢cao a
luz UV quando comparada as outras regides do pais, provavelmente estaria ocorrendo
um aumento da regulacdo do mRNA do VDR nas células da pele nesta populacao de
individuos lupicos. Nosso estudo também mostrou uma menor expressao do VDR em
pacientes que apresentam nefrite lUpica. Varios estudos ja haviam evidenciado o
papel do VDR na nefrite lUpica (OZAKI, 2000; LUO et al., 2011; MOSTOWSKA et al.,
2013; EMERAH & EL-SHAL, 2013). A nefrite tem papel significativo na deficiéncia de
vitamina D em pacientes com LES, que apresentam niveis significativamente mais
baixos de vitamina D (SUMETHKUL et al., 2013), justificando a reducéo da regulacao
do VDR. Além disso, esse foi o primeiro trabalho a apresentar dados de expresséao de
nefrite em pacientes lUpicos, reforcando assim a importancia do VDR na patogénese

do LES e de suas caracteristicas clinicas.
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O gene RADS2 atua iniciando a via de recombinagdo homologa, principal via
de reparo de danos no DNA (Figura 16) e alteragbes neste gene podem levar a uma
via completamente defeituosa (MUNOZ-GALVAN et al., 2013; MA et al., 2013).
Diferencas inter-individuais no niamero de copias de genes podem resultar em um
fator de protecdo ou risco para a susceptibilidade ao LES (YANG et al., 2007). No
estudo de associacéo realizado com os genes de reparo do DNA, o SNP rs1051669
do RAD52 foi o Unico que apresentou associacdo com o LES, onde o alelo T foi
associado a uma maior susceptibilidade ao desenvolvimento da doenca, embora o
mesmo alelo T, bem como o gendtipo T/T tenham se apresentado associados a uma
menor susceptibilidade ao surgimento de Ulceras orais nos pacientes lUpicos na
populacdo do Nordeste brasileiro. Este polimorfismo especifico foi previamente
estudado por nosso grupo de pesquisa na populacdo do Sudeste do Brasil (DE
AZEVEDO SILVA et al., 2014). No entanto, nenhuma associacio foi identificada
quanto ao desenvolvimento de LES para esta populagéo.

Em um estudo de Shi e colaboradores (2012) o alelo T do SNP rs1051669 do
RAD52 foi significativamente associado ao aumento da expressdo da proteina
RAD52. Assim, no presente trabalho também foi avaliado os niveis de expresséo do
RAD52 na populacao do Nordeste brasileiro e observou-se uma expressao diminuida
desse gene em pacientes com LES quando comparado com 0 grupo controle
saudavel. Um estudo realizado por Sandrin-Garcia e colaboradores (2009) na
populacdo do Sudeste do Brasil mostrou que o RAD52 apresenta expressao
aumentada em 169 vezes na fase ativa da doenca. Bohm e colaboradores (2005),
compararam individuos de origem europeia e africana e destacaram 0s componentes
étnicos e ambientais como fatores importantes no desenvolvimento e progressao da
doenca. No presente estudo pacientes com alteracbes cutdneas apresentaram
expressao aumentada do RAD52 em relagcédo aos pacientes que ndo apresentam essa
caracteristica clinica. As alteracdes da pele e a fotossensibilidade normalmente
ocorrem em individuos com LES devido a exposi¢éo a luz UV e essas caracteristicas
clinicas sado principalmente encontradas na fase ativa do LES (UVA et al., 2012; DOSS
et al., 2015). Tais caracteristicas estdo associadas a fase ativa da doenca e nesta fase
a recombinacdo homologa representa uma das primeiras vias de reparo ao dano, o
que poderia justificar aumento na expressédo da RAD52.

Por outro lado, no6s identificamos que pacientes com nefrite ldpica

apresentaram expressado diminuida do RAD52. Pacientes com nefrite apresentam
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reparo de DSBs e reparo de excisdo de nucleotideo defeituosos promovendo maior
nivel de dano no DNA (SOULIOTIS et al., 2016). Defeitos nestes mecanismos podem
diminuir o processo de reparo, induzindo a apoptose e promovendo deposicdo de
imunocomplexos nos rins, induzindo assim o processo inflamatoério local conhecido
como nefrite. Tendo em vista que o RAD52 esta diretamente envolvido na HR, isso
justifica uma menor expressao desse gene no LES e na nefrite lUpica, pois nessa fase
estariam sendo ativados os genes relacionados aos processo de apoptose. Para o
nosso conhecimento, o presente estudo € o primeiro a correlacionar a expressao do
RAD52 com o LES e com suas caracteristicas clinicas.

Neste mesmo estudo também identificamos associacdo entre o genétipo G/T
do SNP rs3093740 do LIG4 a uma menor susceptibilidade a nefrite em pacientes com
LES. Defeitos neste gene repercutem diretamente na desregulacdo da via de
recombinacdo ndo-homoldga (NHEJ) (Figura 16). Embora a via HR seja mais precisa
no reparo de DSBs, a via NHEJ é a via mais frequentemente recrutada e defeitos
nesta via afetam diretamente a manutencao e integridade do genoma (SONODA et
al., 2006; BURMA et al., 2006). Sugerimos, portanto, que SNPs no LIG4, envolvidos
diretamente no reparo do NHEJ, possam influenciar os resultados clinicos em
pacientes com LES. Alguns estudos inclusive mostraram que outros SNPs no LIG4
estdo associados com aumento da radiorresisténcia a radioterapia (YIN et al., 2012;
MUMBREKAR et al., 2016).

O gene STK17A, por sua vez, regula os processos nucleares em resposta ao
dano oxidativo no DNA e esta envolvido na via apoptética, sendo ativado em resposta
a fatores ambientais, como a exposi¢cdo a luz UV (Figura 16) (SANJO et al., 1998;
MAO et al., 2011). Nosso estudo de associacdo mostrou uma menor susceptibilidade
de individuos lupicos que apresentam alelo A e gendtipo A/A do SNP rs2330875 do
STK17A desenvolverem erupcdo cutanea. Individuos Idpicos apresentam
manifestacbes cutdneas aumentadas em resposta a quebras no DNA, induzindo
resposta imune devido a deposi¢cdo de corpos apoptoticos e posterior formacédo de
imunocomplexos, justificando inflamacdo e vermelhiddo ap6s exposi¢cdo a luz UV
(SANJO et al., 1998; MAO et al., 2011). Embora a exposicao a radiagédo UV tenha sido
relacionada ao desenvolvimento de varias manifestagdes clinicas no LES, no presente
estudo, conduzido na populagéo do Nordeste brasileiro, SNPs nos genes de reparo
ao dano no DNA foram associados a protecdo ao desenvolvimento de algumas

caracteristicas clinicas do LES. O que poderia justificar nossos resultados seria o fato
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de que a populacéo brasileira do Nordeste geralmente apresenta maior exposicéo a
luz UV quando comparada as outras regioes do Brasil, resultando em maior producéo
de melanina. A melanina, por sua vez, atua como uma protecao natural a exposicao
a luz solar (BOHM et al., 2005). Além disso, a melanina reduz a producdo de ROS,
sendo assim quantidades menores de ROS induzem menos formagéo de DSBs e
menor recrutamento de proteinas de reparo do DNA.

Os dados obtidos nesse estudo reforcam a importancia do componente
genético no desenvolvimento do LES e de suas caracteristicas clinicas. Sabendo que
a imunidade inata e adaptativa e as vias de reparo ao dano no DNA sao mecanismos
cruciais para o surgimento e progressao da doenca. Estudar os genes que interferem
nesses mecanismos ajuda a elucidar a fisiopatologia da doenca e suscita 0 uso destes

genes como marcadores moleculares para o LES.
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5 CONCLUSOES

A meta-analise conduzida a partir do SNP rs2476601 do PTPN22 1858 C>T
demonstrou que o alelo T e o genétipo T/T aumentam o0 risco nho
desenvolvimento de LES. Além disso, identificamos influéncia étnica na
associacdo do PTPN22 1858 C>T com susceptibilidade a doenga. Sugerimos,
portanto, que o SNP rs2476601 seria um potencial marcador genético para o
LES.

O estudo de associacdo genética dos SNPs do IFIH1 conduzido em duas
diferentes populacdes brasileiras ndo detectou qualquer associagdo entre 0s
SNP testados e a suscetibilidade ao LES ou suas caracteristicas clinicas. Por
sua vez, a meta-analise conduzida a partir do SNP rs1990760 mostrou que 0
alelo C esta associado a uma menor susceptibilidade ao SLE, indicando a
importancia desse gene na patogénese do LES.

O estudo de associacdo genética conduzido a partir de SNPs do gene VDR
mostrou associagdo com o LES e com as caracteristicas clinicas:
fotossesibilidade, nefrite, anticorpo anti-dsDNA e serosite; sendo algumas
destas associacOes relatadas pela primeira vez. O perfil de expresséo do VDR
indicou uma maior expressdo génica quando comparado a individuos
saudaveis. Também foi detectado niveis diferenciais de expressdo do VDR em
relacédo a alteracOes de pele e nefrite, demonstrando sua influéncia no LES e
nas suas caracteristicas clinicas.

O estudo de associacao dos genes de reparo do DNA demonstrou que o alelo
T do SNP rs1051669 do RAD52 esta associado a uma maior susceptibilidade
ao LES, embora o mesmo alelo T e o genétipo T/T estejam associados a uma
menor susceptibilidade a Ulceras orais em pacientes lUpicos. Além disso,
polimorfismos do LIG4 e no STK17A mostraram associacdo a menor
susceptibilidade a nefrite e erupcdo cutanea, respectivamente, em pacientes
lGpicos. O perfil de expressdao do RAD52 mostrou uma menor expressao em
pacientes com LES e expressao diferencial em relagéo a alteracdes de pele e
nefrite, destacando a importancia das vias de reparo do DNA no curso da

doenca.
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APENDICES

APENDICE |
C- DADOS CLINICOS ATUAIS

MEDICAMENTOS EM USO:

OBS.: (Marcar com X na ultima coluna da direita aqueles utilizados no dia da coleta)

DROGA DOSE ATUAL
1. Prednisona (5mg, 20 mg)

2. Micofenolato de mofetil 500 mg

3. Difosfato de Cloroquina (150 mg, 200 mg)
4. Hidroxicloroguina 400 mg (REUQUINOL)
5. Ciclofosfamida

6. Azatioprina 50 mg

7. Talidomida

8. Outras:

Captopril 25 mg

Enalapril 10 mg

Losartana potéssica 50 mg

Hidroclorotiazida 25 mg

Atorvastatina

Sinvastatina (20 mg, 40 mg)

Critérios de Atividade: SLEDAI

SLEDALI: Score:

Convulséo: 8() Artrite: 4( ) Ulceras mucosas: 2()
Psicose: 8() Miosite: 4( ) Pleurite: 2()
Sd Mental Org. 8() Cilindros: 4( ) Pericardite: 2()
Alt. Visual: 8() Hematuria: 4( ) Complemento: 2()
Alt. Nervos cranianos 8() Proteindria: 4( ) Anti-DNA: 2()
Cefaléia: 8() Pilria: 4( ) Febre: 1()
AVC: 8() Alopecia: 2 () Plaguetopenia 1()

Vasculite: 8() Rash: 2( ) Leucopenia 1()



EXAMES LABORATORIAIS

Hemograma: Sumario de urina:
Hb/Ht = Proteinas =
Leuc = Hemoglobina =
Bast = Glicose =

Seg = Pidcitos =

Linf = Cilindros =
Plaquetas =

Uréia Anti-DNA =
Creatinina =

VSH =

PCR =

Relacdo albumina/creatinina na | C3=
urina e/ou Proteinudria de 24 horas | C4 =

CH50 =

CLEARENCE DA CREATININA =

RESULTADO DA BIOPSIA/ DATA:

CLASSIFICACAO:

J

Classe | — Nefrite Lupica mesangial minima
Classe Il — Nefrite Lupica mesangial proliferativa

Classe 111 — Nefrite Lapica focal (<50% dos glomérulos)
o Il A—com lesBes ativas
o 1l A/C — com lesdes ativas e cronicas
o Il C—com lesdes cronicas
Classe 1V — Nefrite Lupica Difusa (> 50% dos glomérulos)

o IV segmentar IV difusa
o IV A—com lesdes ativas
o IV A/C —com lesBes ativas e cronicas
o IV C - com lesBes cronicas
Classe V — Nefrite membranosa

Classe VI — Nefrite esclerosante avancada (90%) de esclerose sem atividade

residual)
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ATIVIDADE / CRONICIDADE"

indice de atividade (0 a 24)

Hipercelularidade glomerular

Exsudato de leucdcitos

Necrose fibrinoide / cariorrexis

Crescentes celulares

Trombos hialinos

Inflamacdo tubulo-intersticial

Pontuar individualmente de 0 a 3 (ausente, leve,
moderada, grave)
Necrose, cariorrexis e crescentes celulares tém peso 2

TOTAL

indice de cronicidade (0 a 12)

Lesbes glomerulares

Esclerose glomerular

Crescentes fibréticos

Lesdes tubulo —intersticiais

Atrofia tubular

Fibrose intersticial

TOTAL
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APENDICE Il

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa: "ESTUDO
DE FATORES GENETICOS ENVOLVIDOS NA PREDISPOSICAO AO DESENVOLVIMENTO
DE NEFRITE EM PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO", que esta sob a
responsabilidade da pesquisadora: NADJA MARIA JORGE ASANO, enderecgo: Av. Prof.
Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria, Universidade Federal de Pernambuco - Hospital das
Clinicas, 3°. andar - CEP 50.670-901 - Recife-PE, Tel.: 87662698 (inclusive ligacdes a
cobrar), e-mail: nadjaasano@hotmail.com. Também participam desta pesquisa: Dra. Paula
Sandrin-Garcia - Tel: 96871176; Dra. Nadja Maria Jorge Asano -Tel: 87662698; Dra. Lucila
Maria Valente Lopes -Tel: 99896661; Camila Gongalves de Santana -Tel: 99187038; Juliana
Teti Mayer-Tel: 98388508; Claudia Coimbra César de Albuquerque - Tel: 92722233; Dra.
Jaqueline de Azevedo Silva -Tel: 92244160; Catarina Addobbati Jorddo Cavalcanti -Tel:
92244489; Suelen Cristina de Lima — Tel: 99325801; José Eduardo Adelino Silva — Tel:
88278436.

Este Termo de Consentimento pode conter alguns tépicos que o/a senhor/a nao
entenda. Caso haja alguma duvida, pergunte a pessoa a quem esta lhe entrevistando, para
gue o/a senhor/a esteja bem esclarecido (a) sobre tudo que esta respondendo. Apés ser
esclarecido (a) sobre as informacgdes a seguir, caso aceite em fazer parte do estudo, rubrique
as folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a
outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa o (a) Sr. (a) ndo sera penalizado (a)
de forma alguma. Também garantimos que o (a) Senhor (a) tem o direito de retirar o
consentimento da sua participagdo em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer penalidade.

Lupus Eritematoso Sistémico € uma doenca reumatolégica que pode prejudicar as
defesas do organismo levando a inflamagé&o das juntas, da pele, do coracdo, do pulméo, do
sistema nervoso, do sangue e dos rins. A inflamag&o dos rins nesta doenca é chamada de
nefrite lUpica e este estudo pretende investigar pacientes com esta nefrite. Serdo coletados
cerca de 10 ml de sangue que serd encaminhado para o Laboratério de Imunopatologia Keizo
Asami (LIKA-UFPE) para realizacdo dos exames laboratoriais.

Os possiveis riscos que este tipo de estudo pode trazer sdo: constrangimento durante
as respostas das questdes da entrevista e desconforto (dor/mancha roxa) durante a coleta do
material de sangue. Para minimizar os riscos de constrangimento, a pesquisadora explicara
cuidadosamente a importancia da coleta, os possiveis desconfortos durante a mesma,
considerados leves e temporarios e caso persistam, a coleta sera interrompida.

Como beneficio direto, a entrevista proporcionara ao participante uma melhor reflexdo
sobre a sua propria doenca, a medida que for sendo esclarecidas as suas duvidas. Como
beneficio indireto, este trabalho pretende um maior aprofundamento dos conhecimentos a
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respeito desta doenga e um melhor entendimento de como ocorre o desenvolvimento da
mesma.

As informacfes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publica¢des cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre
0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacéo. Os
dados coletados nesta pesquisa através da ficha de avaliacéo ficardo armazenados em pastas
de arquivo, sob a responsabilidade da pesquisadora, no endereco: Av. Prof. Moraes Rego,
s/n, Hospital das Clinicas, pelo periodo de 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagard nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentacdo). Fica também garantida indenizacdo em casos
de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisédo
judicial ou extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco:
(Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP:
50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Nadja Maria Jorge Asano

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo assinado, apoés a leitura
(ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter
esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do
estudo "ESTUDO DE FATORES GENETICOS ENVOLVIDOS NA PREDISPOSI(;AO AO
DESENVOLVIMENTO DE NEFRITE EM PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO", como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pela
pesquisadora sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis
riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar o
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meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou
interrupcdo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Local e data

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite
do voluntario em participar.

Nome: Nome:
Assinatura; Assinatura;




