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RESUMO

Artrite  reumatoide (AR) e esclerose sistémica (ES) sdo doencas
autoimunes reumaticas que afetam mdltiplos Orgdos ou tecidos
simultaneamente. Véarios fatores podem influenciar a patogénese dessas
doencas. As galectinas sdo proteinas da familia das lectinas que apresentam
alta afinidade a B-galactosideos. Os membros dessa familia possuem um
dominio de ligacdo a carboidratos que estdo cada vez mais relacionadas a
processos de apoptose, fibrose, migracdo e atividades pro e anti-inflamatérias.
Nesse contexto, ha uma busca para esclarecer os mecanismos genéticos,
através de polimorfismos (SNPs) que estdo associados com a suscetibilidade
das doencas. O objetivo deste estudo foi analisar a associacdo de SNPs nos
genes das galectinas, com seus niveis séricos e manifestacdes clinicas em
pacientes com AR e ES. Um grupo de duzentos e vinte e nove pacientes com
AR, oitenta e dois com ES e cento e setenta voluntérios foram recrutados pelo
Servico de Reumatologia do HC-UFPE, cumprindo os critérios do Colégio
Americano de Reumatologia, e tiveram o soro dosado pela metodologia do
ELISA para as galectinas 1-4,- 7 e -9. Cento e cinquenta e oito pacientes com
AR, sessenta e sete com ES e duzentos controles foram genotipados para os
SNPs no gene da galectina-9 (LGALS9) (rs479583, rs3763959, rs4239242)
através da metodologia TagMan®. O gendétipo SNP rs4239242 TT apresentou
associacao positiva com AR em comparacdo ao grupo controle (p = 0,0032). O
genotipo AG (rs3763959) foi associado com uma maior presenca de erosoes
0sseas em pacientes com AR (p = 0.0436). Altos niveis séricos de Gal-1 e Gal-
4 estao relacionados a pacientes em remissao ou baixa atividade da doenga (p
<0,0001; p = 0,0012, respectivamente ) e auséncia de fator reumatoide (p =
0,0358; p = 0,0099, respectivamente), nos pacientes com AR. Nos pacientes
com ES, encontramos uma associacdo positiva de Gal-1 com a presenca de
miopatia (p = 0,0466) e altos niveis de Gal-7 em pacientes com fibrose (p =
0,0196). Encontramos pela primeira vez uma possivel associacdo entre o0s
SNPs do LGALS9 e os pacientes com AR. Além de associarmos a presenga
das galectinas em pacientes em remissao ou baixa atividade da doenca para a
AR e a presenca do processo fibrético nos pacientes com ES.

Palavras-chave: Artrite Reumatoide. Esclerose Sistémica. Galectinas.
Polimorfismos.



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) and systemic sclerosis (SSc) are rheumatic
autoimmune diseases that affect multiple organs or tissues simultaneously.
Several factors may influence the pathogenesis of these diseases. Galectins
are lectin family proteins that have high affinity for B-galactosides. Members of
this family have a carbohydrate-binding domain that is increasingly related to
processes of apoptosis, fibrosis, migration, and pro and anti-inflammatory
activities. In this context, there is a search to clarify genetic mechanisms
through polymorphisms (SNPs) that are associated with disease susceptibility.
The aim of this study was to analyze the association of SNPs in galectin genes,
their serum levels and clinical manifestations in patients with RA and SSc. A
group of two hundred and twenty-nine RA patients, eighty-two with SSc and one
hundred and seventy volunteers were recruited by the HC-UFPE Rheumatology
Service, meeting the criteria of the American College of Rheumatology, and had
their serum dosed by the methodology of the. ELISA for galectins 1-4, -7 and -9.
One hundred and fifty-eight RA patients, sixty-seven patients with SSc and two
hundred controls were genotyped for SNPs in the galectin-9 gene (LGALS9)
(rs479583, rs3763959, rs4239242) using the TagMan® methodology. The SNP
rs4239242 TT genotype was positively associated with RA compared to the
control group (p = 0.0032). Genotype AG (rs3763959) was associated with a
higher presence of bone erosions in RA patients (p = 0.0436). High serum Gal-
1 and Gal-4 levels are related to patients in remission or low disease activity (p
<0.0001; p = 0.0012, respectively) and absence of rheumatoid factor (p =
0.0358; p = 0.0099, respectively) in patients with RA. In patients with SSc, we
found a positive association of Gal-1 with the presence of myopathy (p =
0.0466) and high levels of Gal-7 in patients with fibrosis (p = 0.0196). We first
found a possible association between LGALS9 SNPs and RA patients. In
addition to associating the presence of galectins in patients in remission or low
disease activity for RA and the presence of fibrotic process in patients with SSc.

Keywords: Rheumatoid Arthritis. Systemic Sclerosis. Galectins. Polymorphisms.
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca autoimune inflamatoria crénica de
etiologia desconhecida, que atinge preferencialmente estruturas articulares podendo
afetar o tecido conjuntivo de qualquer parte do organismo. Causa uma destruicao
articular progressiva levando, assim, as mais variadas manifestacfes sistémicas,
como por exemplo, deformidades fisicas e até mesmo a morte precoce.
Aproximadamente 1% da populacdo mundial é acometida pela doenca, que tem
maior incidéncia nas mulheres da quarta a sexta décadas de vida (HAMMAM et al.,
2017).

A esclerose sistémica (ES) € uma doenca autoimune rara do tecido
conectivo,e de causa desconhecida. Caracterizada por vasculopatia proliferativa e
obliterativa de pequenos vasos, mecanismos autoimunes com producdo de
autoanticorpos e lesdo tecidual com ocorréncia de fibrose. Também uma
predominancia nas mulheres, preferencialmente entre a quarta e sexta décadas de
vida, sendo bem rara na infancia (DENTON et al., 2017).

A etiologia dessas doencas ainda permanece desconhecida, o que dificulta
o tratamento do paciente. Os mecanismos genéticos vém sendo cada vez mais
associados ao desenvolvimento e ou suscetibilidade de inUmeras patogenias (SIME
et al., 2017; YANABA et al., 2016; NIELSEN et al., 2015).

Atualmente, os polimorfismos de base Unica (SNP do inglés Single Nucleotide
Polymorphism) nas galectinas vém sendo associados a varias doengas, como no
caso da galectina-3, a qual que age no direcionamento da inflamacédo e resposta
imunologia em diversas doencas. O SNP no gene da galectina-3 (LGALS3) foi
associado a susceptibilidade no desenvolvimento da AR (HU et al., 2011). Nenhum
SNP nos genes de Gal-1 -4, -7 e -9 foi descrito em relac&do as doengas autoimunes.

SNPs nos genes das galectinas podem alterar suas funcfes, aumentando ou
diminuindo suas atividades pro-inflamatérias e, consequentemente, podem contribuir
para o agravamento de doencas. Portanto, o presente estudo objetivou caracterizar
a concentragdo seérica de diferentes galectinas das doencgas autoimunes e avaliar se
a presenca de polimorfismos nos genes da galectina 9 sdo associadas com 0s seus

niveis séricos e parametros clinicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ARTRITE REUMATOIDE

A AR é uma doenca inflamatéria cronica de etiologia desconhecida,
caracterizada por sinovite periférica e por diversas manifestacdes extra-articulares,
com destruicdo articular irreversivel causada pela proliferacdo de macrofagos e
fibroblastos na membrana sinovial apds estimulo autoimune ou infeccioso. As
manifestacdes extra-articulares (nodulos reumatoides, vasculite, derrame pleural,
episclerite e escleromalacia perfurante, entre outras) correlacionam-se com pior
prognaostico.

A forma clinica mais comum presente na AR € a poliartrite simétrica de
pequenas e grandes articulacbes com carater cronico e destrutivo, podendo levar
limitacdo a funcional, comprometendo a capacidade laboral e a qualidade de vida.
Resultando em significativo impacto pessoal e social podendo levar a mortalidade, o
gue demonstra a gravidade da doenca (BELLUCCI et al., 2016). As articulagbes

afetadas pela AR estdo demonstradas na figura 1.

Figura 1 — Principais articulacdes acometidas em pacientes com diagnostico de AR.

. Articulagdo artritica

Fonte: Adaptado do BioRender®
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A AR é mais frequente em mulheres e na faixa etaria de 40 a 60 anos, com
pico de incidéncia entre a quarta e sexta décadas de vida. Todavia, 0 historico
familiar de AR aumenta o risco de desenvolvimento da doenca de 3 a 5 vezes

(ARNETT et al., 1987). No Brasil, estudo realizado em Minas Gerais encontrou

prevaléncia de 0,46%, representando quase um milhdo de pessoas com essa

doenca (MARQUES-NETO et al., 1993). A histéria familiar € um forte fator de risco
para o desenvolvimento da AR, onde gémeos homozigotos tem 15% de chances a
mais de desenvolver a doenca (FRISELL et al., 2016; SUZUKI; YAMOMOTA, 2015).

Avancos significativos em estudos a nivel molecular ou celular tém elucidado
0 processo inflamatoério da AR, como a identificacdo de citocinas que direcionam a
inflamacdo sinovial crbnica. Os fatores ambientais estdo relacionados com a
diferenciacdo de células T naive em células Thl7, que produzem citocinas
inflamatérias, como por exemplo, interleucina-17 (IL-17), IL-6, IL-1, fator de necrose
tumoral (TNF) (TANAKA et al., 2014). Em pacientes com AR, 0s niveis séricos das
citocinas pro e antiinflamatérias podem se correlacionar com a clinica e indices de
atividade da doenca associando-se ao quadro clinico e o comprometimento dos
pacientes (TANAKA et al., 2014; KERKMAN et al., 2013).

Apesar de a etiopatogenia de AR ainda nao ser inteiramente conhecida, as
analises em todo o genoma revelaram que varios genes estdo ligados ao
desenvolvimento de AR. Ha a participacdo de genes que regulam a ativacdo de
células T, sinalizagéo fator nuclear kB (NF-kB), além de outras enzimas e moléculas
reguladoras para respostas imunes, das quais o antigeno leucocitario humano (HLA)
€ responsavel por 30% a 50% da suscetibilidade genética global para a AR
(MCINNES; SCHETT et al., 2011; DE VRIES, 2011; BAX et al., 2011).

Em estudo brasileiro com pacientes em sua maioria com heranga mista, 0s
principais fatores de risco para o desenvolvimento de AR foram a deteccdo de
anticorpos contra peptidios citrulinados ciclicos (anti-CCP) e a presenca dos alelos
HLA-DRB1 SE (shared epitope - epitopo compartilhado) (USNAYO et al., 2011). No
entanto, variacbes fenotipicas apontam para fatores ambientais que, além da
predisposicdo genética, contribuem para o surgimento da doenga, tais como
tabagismo e infec¢des periodontais (DARZI et al., 2017).

O quadro clinico do envolvimento articular € o resultado de uma interacdo
entre células residentes, como sinovidcitos tipo fibroblastos (FLS); células do

sistema imune inato, como macréfagos, células dendriticas, mastécitos e células
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natural killer (NK), neutréfilos; e sistema imune adaptativo como linfécitos B e T. Os
autoanticorpos, moléculas de adesao vias de transducdo de sinal estdo envolvidos
em diferentes estagios da doenca (JIANG et al., 2016; KONDA et al., 2016).

O diagnéstico de AR é estabelecido com base em achados clinicos e exames
complementares, que podem estar relacionados a progressdo mais rapida da
destruicdo articular do paciente. Os critérios de classificacdo foram estabelecidos
pelo Colégio Americano de Reumatologia (ACR, do inglés: American College of
Rheumatology) — ACR, em 1987 e, mais recentemente, pelo Colégio Americano de
Reumatologia/Liga Europeia contra o Reumatismo (American College of
Rheumatology/European League Against Rheumatism) - ACR/EULAR em 2010, e
sdo adotados pelos médicos para a identificacdo de individuos com determinada
doenca e podem auxiliar no diagnostico (ALETAHA et al.,, 2010; ARNETT et al.,
1988).

A avaliacdo sistematica de atividade de doenca deve fazer parte do
acompanhamento dos pacientes com AR, por isso, os indices compostos de
atividade de doenca (ICAD) devem ser utilizados, por incluir componentes clinicos e
laboratoriais. Os principais ICADs sdo o indice de atividade de doenca DAS 28
(Disease Activity Score 28) e o indice clinico de atividade de doenga CDAI (Clinical
Disease Activity Index). Além de atividade de doenca, a capacidade funcional deve
ser periodicamente avaliada, sendo o questionario mais utilizado o HAQ (Health
Assessment Questionnaire (DA MOTA et al., 2011).

O DAS28 leva em consideracdo o numero de juntas dolorosas e edemaciadas
(interfalangianas proximais, metacarpofalangianas, punhos, cotovelos, ombros e
joelhos), velocidade de hemossedimentacdo (VSH) e avaliacdo global de saude ou
da atividade da doenca feita pelo paciente. Ja o CDAI € o resultado da soma simples
do numero de juntas dolorosas e edemaciadas (28 articulacdes), da avaliacdo da
atividade da doenca feita pelo paciente numa escala visual analégica de 0 a 10 cm?,
feita pelo médico (0-10 cm). A VSH e a proteina C reativa (PCR) sao utilizados como
marcadores da inflamacéao.

Além de medir a atividade da doenca numa escala continua, esses itens
permitem categorizar o paciente pela atividade da doenca: remisséo, valor menor
que 2,6; entre 2,6 e 3,2 com baixa atividade; maior que 3,2 e 5,1 com atividade

moderada e maior que 5,1 doenca muito ativa. A remissao da doenca € uma meta
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gue tem sido buscada cada vez mais (HENSOR et al., 2010; FERRAZ et al., 1990).

A tabela com os critérios classificatorios da AR esta descrita no Apéndice A.

2.2 ESCLEROSE SISTEMICA

A ES uma doenca autoimune do tecido conjuntivo, caracterizada por graus
variaveis de fibrose cuténea e visceral de multiplos 6rgaos, incluindo pulmao, rim,
coragao, trato gastrointestinal (TGI), presenca de auto-anticorpos no soro dos
pacientes e vasculopatia fibroproliferativa. E uma doenca rara com uma taxa de
incidéncia de 11,9 por milhdo/habitantes e taxa de prevaléncia de 105,6 por
milh&o/habitante, com predominancia do sexo feminino, sendo, 3-14 vezes mais
frequente em mulheres do que em homens. Ocorre em todas as faixas etérias, mas
0 pico de incidéncia se verifica na vida adulta dos 35 aos 54 anos (HORIMOTO et
al., 2017).

De acordo com a extensao e local do acometimento cutaneo, a ES pode ser
classificada clinicamente em: cutanea limitada (CL) e cutanea difusa (CD). A CL é
encontrada em maior frequéncia, apresentando um espessamento da pele restrito a
face e as extremidades, possuindo uma progressao mais lenta. Enquanto que a CD
tem um inicio mais rapido e é caracterizada por um comprometimento mais extenso
da pele, acometendo além da face e extremidades, os membros e o tronco
(DESBOIS; CACOUB, 2016; ODAKA et al., 2010).

O acometimento visceral, que ocorre em graus varidveis, afeta
predominantemente os pulmdes, o TGI, o coracdo e, eventualmente, os rins. ES
apresenta alta morbidade com um risco até 7 vezes maior de mortalidade em
comparagao com a da populacao geral (IOANNIDIS et al., 2014).

Uma manifestacdo de grande importancia na doenca € a vasculopatia, onde
0s pacientes podem apresentar diferentes graus de comprometimento vascular. A
lesédo celular endotelial € proposta como um evento de iniciacdo crucial ao
remodelamento vascular com proliferacao de arteriolas e queda capilar e oclusédo do
vaso sanguineo (MOSTMANS et al., 2017; MATUCCI-CERINIC et al., 2013). As
manifestacdes clinicas presentes nos pacientes com ES estdo resumidas na figura
2.



20

Figura 2 — Principais manifestacdes clinicas em pacientes com ES.

()

A J
-~

%

Disfungao esofagica ¢——

~ ___p Fibrose cutanea e visceral
~

N

2= —» Vasculopatia

Fonte: Adaptado do BioRender®.

Outra manifestacdo importante é a desregulacdo do sistema imunologico,
envolvendo a resposta humoral e celular. Os auto-anticorpos contra 0s componentes
do tecido conjuntivo estdo presentes na ES, sendo importantes componentes da
imunidade humoral, contribuindo para respostas aberrantes e associagoes
progndsticas. A imunidade celular € representada principalmente pelos linfocitos T,
responsaveis pela producdo de diversas citocinas que desempenham papéis
importantes, incluindo alteracdes nas células endoteliais e fibroblastos (PATTANAIK
et al., 2011; RAMIREZ et al., 2012).

Sua etiologia permanece desconhecida, sendo proposta uma causa
multifatorial possivelmente desencadeada por fatores ambientais e individuo
geneticamente predisposto (CABRAL-MARQUES et al, 2016). Vérios genes
localizados em locos no complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e néo-
MHC foram associados a risco de ES como, HLADRB1*11, o HLA-A*30, o HLA-
DRB1*01 e o HLA-A*32 foram associados suscetibilidade a ES, enquanto o HLA-
Cw*14 foi associado a diminuicéo risco da doenca (GLADMAN et al., 2005).
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Enquanto o HLA-DRB1*0802 e DQA1*0501 tém sido associados ao
aumento da mortalidade desses pacientes (ASSASSI et al.,, 2009). Existe um alto
grau de fatores genéticos que se sobrepdem entre a ES e outras doencas auto-
imunes, conhecido como “autoimunidade compartilhada”.

O conhecimento de interacdo entre polimorfismos genéticos e outros genes
reguladores mecanismos, tais como modificacdes epigenéticas, podem lancar novas
linhas de pesquisas para o entendimento de como 0os SNPs de suscetibilidade & ES
localizados em regifes néo-codificantes poderiam afetar a qualidade e a quantidade
de expressao génica para, em Ultima analise, resultar na patogénese da ES (Rezaei
et al., 2018).

O diagnéstico da ES é realizado através dos dados clinicos em associagao
com as avaliagBes laboratoriais. Os critérios do ACR desenvolvidos em 1980, sédo
utilizados para classificagdo da ES, incluindo espessamento simétrico da pele dos
dedos, fibrose pulmonar e perda de tecido, embora essas caracteristicas clinicas
representem leséo tecidual avancada. (WALKER et al., 2007).

Como os critérios do ACR de 1980 nao séo sensiveis para o diagndstico
precoce da doencga, especialmente pacientes com a forma CL, o ACR e a EULAR
elaboraram uma proposta conjunta de critérios para a ES, com o0s seguintes
objetivos: (1) incluir pacientes em fase precoce e tardia da doenca, (2) incluir
manifestac6es vasculares, imunolégicas e fibréticas, (3) ser viavel para o uso na
pratica clinica e (4) estar de acordo com os critérios utilizados para diagnéstico da
ES na pratica clinica. Os critérios incluem: espessamento bilateral da pele dos
dedos, puffy fingers ou esclerodactilia, lesdes na ponta dos dedos, telangiectasias,
capilaroscopia alterada, doenca pulmonar intersticial ou hipertensao arterial
pulmonar, fendbmeno de Raynaud, crise renal esclerodérmica e presenca de
autoanticorpos especificos (VAN DE HOOGEN et al., 2013; LEROY et al., 2001). A

tabela com os critérios classificatorios da ES esta descrita no Apéndice B.
2.3 GLICOBIOLOGIA
Glicobiologia é o estudo das estruturas e funcdes dos glicanos, também

chamados carboidratos, sacarideos ou acucares. Os glicanos estdo entre as

moléculas bioldgicas mais complexas encontradas na natureza, tendo como papel
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principal, o controle da imunidade inata e adaptativa (CUMMINGS et al., 2014,
RABINOVICH et al., 2012).

Os glicanos humanos s&o constituidos, principalmente, a partir de nove
monossacarideos, a maioria dos quais estdo estruturalmente relacionados, variando
em um apenas unico carbono. Outro nivel de variabilidade do padrdo em glicanos
surge de multiplas ligacbes entre 0s monossacarideos. Enquanto 0s vinte
aminoacidos das proteinas ou os quatro nucleotideos dos acidos nucléicos se
combinam em sequéncias lineares, usando um U(nico tipo de ligagdo, os
monossacarideos se ligam um ao outro por meio de duas ligagdes possiveis (a ou B)
em qualquer um dos 3-4 grupos hidroxilas, de cada monémero em agrupamentos
lineares ou ramificados (SCHNAAR et al., 2016; CUMMINGS et al., 2009).

As funcbes reguladoras dos glicanos sao muitas vezes mediadas pelas
interacdes de proteinas de ligacdo ao glicanos ou lectinas (GBPs), onde cada um
dos quais carrega um dominio de reconhecimento a carboidratos (CRDs), que liga
grupos especificos de acucares em configuracdes pouco precisas. Nesse contexto,
a glicobiologia representa basicamente o reconhecimento de padrdes, sendo 0s
glicanos constituintes dos padrbes, as enzimas metabdlicas dos glicanos
(glicosiltransferases, glicosidases e enzimas modificadoras de glicanos) como o
“‘padréo de escritores” e GBPs como “padrao de leitores”. Assim, os glicanos podem
apresentar um padrdo de reconhecimento amplo e estruturalmente flexivel e, em
outros casos, o0 padrao de reconhecimento do glicano é altamente especifico, como
padrbes moleculares associados a patdégenos (TAYLOR et al., 2014; RILLAHAN et
al., 2011; BUZAS et al., 2006).

O transporte dos glicanos pode ser realizado por proteinas ou lipideos, que
estdo envolvidos no reconhecimento célula-célula, célula-patdgeno, regulacdo
celular e reconhecimento de GBP. Sendo este ultimo realizado pelo arranjo de
cadeias laterais de proteinas que engatam mudltiplas por¢cdes quimicas nos glicanos
(SCHNAAR et al., 2014; SCHNAAR et al., 2016).

Vérias proteinas de ligagdo ao glicano, incluindo as lectinas de tipo C, lectinas
semelhante a imunoglobulina de ligacdo ao &cido sialico (siglecs) e galectinas sao
componentes importantes do sistema imunologico (OHTSUBO et al., 2006). Por
exemplo, a molécula de adesao intercelular especifica de células dendriticas nao
absorventes (DC-SIGN) é um receptor da familia da lectina de tipo C (CLR),
encontrado na superficie de células dendriticas, que apresenta a funcao de associar
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uma variedade de ligantes contendo manose e fucose e sinais para ativacao da
célula (GARCIA-VALLEJO et al., 2013; VAN KOOYK et al., 2003).

Outro exemplo é a célula dendritica 22 (CD22), um membro da familia do
siglec, apresentando uma importancia crucial no complexo receptor de células B,
que auxilia a captacao de antigeno e ativacao de células B (O’REILLY et al., 2011).
Acredita-se que as galectinas sado capazes de se associar aos glicanos do
hospedeiro, de modo que a superficie celular possa ser organizada em redes de
receptores para que haja um espacamento ideal do receptor e posterior sinalizagéao
e, assim, produzir sua resposta especifica na célula. (RABINOVICH et al., 2012,
SCHNAAR et al., 2015).

Através da ligacdo as lectinas e interagbes moleculares, os glicanos
participam de varios mecanismos celulares que contribuem para respostas imunes
inatas e adaptativas (PILLAI et al., 2012).

2.3.1 Galectinas

As galectinas sao lectinas de animais que se ligam a B-galactose com uma
alta afinidade por p-galactose em glicoconjugados, representada pelo residuo de N-
acetilgalactosamina (LacNAc), consistindo de p-galactose ligada a N-
acetilglucosamina (NIO-KOBAYASHI et al., 2017). Existem varios niveis de
reconhecimento de ligante do glicano para as galectinas, sendo o dissacarideo
GIcNAc (N-acetilgalactosamina) um ligante mais forte do que a B-galactopiranose; a
substituicdo de residuos de galactose em O-2 e O-3 proporcionam um aumento
significativo de afinidade; e proteinas semelhantes glicosiladas podem diferir
significativamente em afinidade com as galectinas (RAPOPORT et al., 2015;
MCNICHOLAS et al., 2017).

Até o0 momento quinze galectinas foram identificados nos mamiferos, todas
com CRDs em comum, com uma sequéncia de aproximadamente 130 aminoacidos.
Essas galectinas foram classificadas em trés grupos de acordo com suas estruturas
em: prototipo, quimera e tipos de repeticdo em tandem, como demonstrados na
figura 3 (ADVEDISSIAN et al., 2015; NIO-KOBAYASHI et al., 2017).
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Figura 3 - Classificacdo estrutural das galectinas em trés tipos: prototipo, quimera e

repeticdo em tandem.

Prototipo Quimera Repeticdo em tandem

Fonte: Adaptado do BioRender®.

O protoétipo de galectina contem um Unico CRD com aproximadamente
14kDa, podendo formar homodimeros. Fazem parte dessa familia as galectinas 1, 2,
5, 7, 10, 11, 13, 14, 15. Ja o subtipo de repeticdo em tandem é composto por duas
CRDs, de aproximadante 30 kDa, nao idénticas, unidas por um peptideo curto, tendo
as galectinas 4, 6, 8, 9, 12 como representantes do grupo. Enquanto que a
galectina-3 faz parte do grupo quimera, que contém um unico CRD de 30 kDa com
um N-terminal (ADVEDISSIAN et al., 2015; NIO-KOBAYASHI et al., 2017).

As galectinas sdo expressas por praticamente todas as células do sistema
imune de forma constitutiva ou induzivel. Sendo importantes, também, na regulacéo
de células T e B, macréfagos, células NK e células T reguladoras CD4'CD25"
(Tregs) (VAN KOOYK et al., 2008; YANG et al., 2008).

Em contraste com lectinas de tipo C e siglecs, que sao associados
principalmente a receptores da superficie celular, as galectinas pertencem a uma
categoria de proteinas imunomoduladoras sollveis, que podem atuar
intracelularmente, modulando caminhos de sinalizac&o, ou extracelularmente, como
regulador bioativo de mediadores (RABINOVICH et al., 2009).
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Embora as galectinas ndo contenham um sinal de secrecéo classico, alguns
membros sdo encontrados no compartimento extracelular e sdo lancados atraves de
uma rota que requer atividade de ligacdo de carboidratos da proteina (YANG et al.,
2008). Uma vez fora das células, as galectinas pode se ligar a multiplos parceiros de
ligacdo glicosilados e traduzir informacdes codificadas por glicano para ativacao
celular, diferenciagcdo e programas homeostéaticos. Desta forma, essas proteinas
podem funcionar por formar estruturas de galectina-glicano ordenadas, também
chamadas de redes, ou através do envolvimento direto de glicoconjugados
especificos da superficie celular (DI LELLA et al., 2011; VIGUIER et al., 2014).

2.3.1.1 Galectina-1 (Gal-1)

A Gal-1 foi a primeira proteina descoberta da familia das galectinas,
possuindo uma estrutura de duas [ folhas anti-paralelas. Esta proteina € codificada
pelo gene LGALS1 localizado no cromossomo 22g12, formado por quatro éxons e
trés introns. A Gal-1 pertence ao grupo protétipo, onde um uanico CRD de
aproximadamente 14kDa, pode formar homodimeros. Os dimeros s&o mantidos
através de interacdes hidrofébicas na interface monomérica e pelo nucleo
hidrofobico bem definido (STOWEL et al., 2008; CAMBY et al., 2006).

A presenca de mais de um CRD torna a Gal-1 importante na mediagédo da
adeséao celular, desencadeando sinalizagéo intracelular e formando redes infinitas
com glicoconjugados de superficie celular (HAUDEK 2010). J4& no espaco
extracelular os homodimeros podem se ligar a varios receptores de membrana,
facilitando a sinalizacdo celular e interagdes célula-célula, permitindo agregacédo
homotipica e heterotipica (COUSIN et al., 2016).

Embora Gal-1 ainda ndo possua um sinal de secrecdo conhecido (HUGHES,
2004), ela pode ser encontrada no lado extracelular de todas membranas celulares,
bem como, nas matrizes extracelulares de vérios tecidos normais e neoplasicos
(VAN DEN BRULE et al., 2004; WANG et al., 2015; ARCOLIA et al., 2017). Ha
evidéncias de que esta proteina € secretada de forma semelhante ao fator de
crescimento de fibroblastos-2 (FGF-2), sendo necessaria a presenca de proteinas
integrais de membranas ainda néo identificadas (NICKEL, 2005).

A Gal-1 estda envolvida em inumeros processos fisiolégicos, incluindo

crescimento de células-tronco, diferenciacao de linhagens hematopoiéticas e
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diferenciacdo muscular (CAMBY et al.,, 2006). Além disso, estudos importantes
indicam que a regulacao positiva da gal-1 pode influenciar a progressdo tumoral
(COUSIN et al., 2016; NAM et al., 2017), proliferagédo celular (ZHANG et al., 2017),
angiogénese (VAN et al.,, 2016; THIJSSEN et al., 2014), adesdo celular e
invasividade (ZHU et al., 2016; CHEN et al., 2015 ), imunossupressao (HSU et al.,
2016) e imunorregulacdo (HORNUNG et al., 2017).

2.3.1.2 Galectina-4 (Gal-4)

A Gal-4 foi inicialmente isolada como uma proteina de 17 kDa no extrato de
intestino delgado de rato (LEFFLER et al., 1989). Posteriormente, foi identificado
como um fragmento proteolitico de uma proteina maior de 36 kDa por clonagem
génica (ODA et al., 1993), e encontrado intracelularmente, na superficie celular e na
circulacao. In vitro, a Gal-4 intracelular regula a proliferacao celular, a apoptose e a
diferenciagcdo, enquanto a Gal-4 extracelular medeia a adesdo intercelular
(HUFLEJT et al., 1997; HUFLEJT e LEFFLER, 2003).

Devido a auséncia de sequéncia sinal para o transporte do reticulo
endoplasmatico, a presenca de Gal-4 na superficie celular € uma consequéncia da
secrecdo da via ndo-classica. Esta proteina liga-se especificamente aos -
galactosideos através dos dois CRDs estruturalmente conservados. Os ligantes
naturais conhecidos da Gal-4 sao antigenos do grupo sanguineo humano,
glicoproteinas, glicoesfingolipidos e colesterol sulfatado. Além dos [-galactosideos.
Devido a estrutura bivalente ou multivalente e afinidade aos ligantes essa galectina
desempenha um papel importante na regulacao bioquimica e no desenvolvimento e
progressao tumoral (VOKHMYANINA et al., 2012).

A Gal-4 foi identificada como um marcador em membranas resistentes a
detergentes, sendo um componente crucial para estabilizar as jangadas lipidicas
(DELACOUR et al., 2005). A Gal-4 apresenta um papel contraditorio na inflamacao
intestinal foi afirmado para exacerbar (HOKAMA et al., 2004; HOKAMA et al., 2008)
ou melhorar a inflamagdo (PACLIK et al., 2008). Além disso, a Gal-4 também
mostrou papéis contraditérios em diversos tipos de céancer (BELO et al., 2013;
MAFTOUH et al., 2014; CAI et al., 2014; HAYASHI et al., 2013). Porém, até o
momento ndo ha estudos que demonstrem o papel dessa galectina nas doencas

autoimunes reumatologicas.
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2.3.1.3 Galectina 7 (Gal-7)

A Gal-7 foi descoberta por Madsen em 1995 na tentativa de isolar novos
marcadores envolvidos na manutencdo do fendtipo epidérmico humano normal
(MADSEN et al., 1995). A proteina é formada por estrutura tridimensional, possuindo
algumas regides de looping, onde ocorrem ligacdes do CRD com residuos de
galactose, galactosamina, lactose e N-acetilamatossamina, podendo ligar-se a um
grande numero de receptores potenciais como o de outras galectinas, incluindo
residuos de LacNac e residuos internos de oligossacarideos LacNac (MASUYER et
al., 2012).

Essa lectina possui alto grau de especificidade ao tecido epitelial, sendo
especificamente expressa por queratindcitos. Sua expressao foi encontrada restrita
principalmente na estratificacdo de células epiteliais do esbéfago, lingua, labio e
epiderme, epitélio oral, cérnea, corpusculos de Hassall do timo, o sistema urinério,
epitélio escamoso estratificado do estdbmago e células mioepiteliais mamarias (NIO-
KOBAYASHI et al., 2017; SAUSSEZ et al., 2006; PANJWANI et al., 2014).

O papel fisiopatoldogico dessa galectina esta relacionado com a transformacao
neoplasica e progressdo tumoral, através da regulacdo do crescimento celular,
angiogénese, apoptose e migracdo celular. Ainda, apresentam funcdo na
desregulacdo imune presente em pacientes com doencas reumaticas inflamatérias
cronicas (SARTER et al., 2013; GUO et al., 2017).

Pertencente a familia protétipo, a Gal-7 ndo possui um sinal de sequéncia
peptidica necesséaria para sua secrecao e, portanto, pode ser secretada pela via
ndo-classica por mecanismos ainda desconhecidos (NIO-KOBAYASHI et al., 2017).
Esta proteina é codificada pelo gene LGALS7, localizado no cromossomo
19913.2,composto por 4 éxons e 3 introns (KOCA et al., 2016).

2.3.1.4 Galectina-9 (Gal-9)

Originalmente descoberta como um potente quimiotatico de eosindfilos, a Gal-
9 é atualmente conhecida como um imunomodulador versatil que afeta uma série de
tipos de células. Pertencente a familia das galectinas de repeticbes em tandem, é
formada por dois CRDs conectados por um dominio de ligagdo com comprimento
varidvel (HEUSSCHEN et al., 2013).
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Foram relatadas trés isoformas de Gal-9 que diferem no comprimento do
peptideo ligante: tipo curto (311 AA), tipo médio (323 AA) e tipo longo (355 AA). A
Gal-9 também pode formar dimeros ou multimeros estaveis para induzir sinais mais
fortes com afinidades diferenciadas. Esse evento de ligagdo ao CRD € um processo
de pH sensivel, implicando um papel regulador crucial da acidificacdo na montagem
e desmontagem de redes de galectina-glicano para controle espacial-temporal da
transducao de sinal (JOHN et al., 2016).

A Gal-9 intracelular desencadeia a expressédo de citocinas pré-inflamatorias
em mondcitos por ligacdo ao fator de transcricdo NF-IL6, enquanto que a Gal-9
extracelular desencadeia a morte celular de mondcitos. A secrecao dessa familia
das galectinas ocorre através de uma via ndo-classica, uma vez que das né&o
possuem uma sequéncia de sinal convencional para o transporte extracelular
(FUJIHARA et al., 2013; MERANI et al., 2015; GOLDEN-MASON et al., 2017).

Um importante receptor de superficie celular para a Gal-9 € a imunoglobulina
de células T molécula-3, contendo o dominio da mucina (Tim-3). Tim-3 € altamente
expresso em células T CD4", células T citotoxicas CD8" e células dendriticas
CD11b" (CD), mas ndo em células Th2 ou macréfagos (LEE et al., 2012; LI et al.,
2011; HE et al., 2018). O complexo galectina-9-Tim-3 induz a apoptose de células T
citotoxicas CD4" e CD8'. O bloqueio desta interacdo in vivo resulta em
autoimunidade exacerbada da auto-tolerancia (LI et al., 2013).

O estimulo de Tim-3 em mondcitos humanos foi relatado por promover a
secrecdo de citocinas pro-inflamatorios, tais como TNF e receptor de sinalizacéo
TLR. Nos estagios iniciais da resposta imune é provavel que a Tim-3, presente em
CDs, promova a inflamacéo atravées da sinergia com TLRs. J& nos estagios finais da
resposta imune, Tim-3 presente em células Thl diferenciadas, que também regulam
a expressao de Gal-9 pelo IFN-y liga-se a Gal-9 conduzindo, assim, a morte celular e
a inibicdo da resposta das células Thl (VEENSTRA et al., 2012; LEE et al., 2012; LI
et al., 2011).

O LGALS9 codifica a Gal-9 e esté localizado no cromossomo 17, em seu
brago mais longo no loci 11,2 (q11,2). O gene foi submetido a duplicagdo, com dois
genes de codificacdo de segmentos de Gal-9 no braco mais curto no 11,2 (pl11,2).
Em humanos, os genes codificados por um braco mais longo sdo chamados
LGALS9 e aqueles codificados por um braco mais curto sdo denominados LGALS9B
e LGALS9C. Além da variante de comprimento, duas outras variantes de unido do
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LGALS9 séo frequentemente descritos na literatura, isto €, Gal-9A5 (ou Gal-9M, sem
0 éxon 5) e Gal-9A5 / 6 (ou Gal-9S,faltando os éxons 5 e 6) (HEUSSCHEN et al.,
2013; JOHN et al., 2016).

2.3.2 Galectinas nas doencas autoimunes reumatolégicas

As doencas autoimunes reumatolégicas sdo um grupo de doencas
relacionadas entre si, que podem envolver qualquer érgdo ou sistema do organismo,
onde h& uma producdo de autoanticorpo. Sendo uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo e apresentando uma prevaléncia maior
nas mulheres que homens, acredita-se que o desenvolvimento da autoimunidade
possa estar relacionada pela predisposicdo genética, fatores ambientais.

Essas doencas possuem mediadores, citocinas, vias e células que favorecem
a progressédo e o entendimento dessas patologias. Outras proteinas e células estao
sendo estudas, a fim de buscar uma melhor compreensdo do desenvolvimento e
tratamento dessas patologias (SARTER et al., 2013; WANG et al., 2017; KOCA et
al., 2014).

A Gal-1 emergiu como uma importante molécula imunorreguladora que
exerce sua acdo, através do controle da diferenciacdo e ativacdo de células T,
apoptose especifica para células Thl e Thl7, inducdo e regulacdo entre células
apresentadoras de antigenos e células T (MOULTON et al., 2011; DE LA FUENTE et
al., 2014). HSU et al., (2012), mostraram que a deficiéncia de Gal-1 foi responséavel
por promover sintomas clinicos das DAIs em modelos de animais (ratos), e o
tratamento com Gal-1 mostrou ser benéfico nesse modelo.

O lupus eritematoso sistémico (LES) apresenta uma patologia das células T
muito complexa, onde ha alteracbes generalizadas da transducdo de sinal,
proliferacdo celular defeituosa, viabilidade celular diminuida, maior sobrevida e
atividade de células T autoreativas, células proé-inflamatorias e funcdo de Treg
defeituosa (GARIN et al.,, 2007). Ainda, ndo estd claro, mas a Gal-1 pode
antagonizar o CD28 nas células T, assim como, seu efeito antiproliferativo e possivel
funcao inibitéria das Tregs (CHUNG et al., 2000).

Enquanto HORNUNG et al., (2017) colocaram a Gal-1 no grupo de moléculas
patogénicas no LES, por estar relacionada com a falha na supresséo da atividade da
IL-17, diminui¢cdo da supresséo da via PI3K-mTOR por fosfatase, ativagéo
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defeituosa da proteina quimera ativada por mitégenos ( FAJKA-BOJA et. |., 2002;
HORNUNG et al., 2017).

Estudos demonstraram que a Gal-1 apresentou-se reduzida no tecido
sinovial de pacientes com longa duracdo da artrite idiopatica juvenil (IQBAL et al.,
2013; HUANG et al., 2012). Além disso, a expressdo de Gal-1 nunca foi encontrada
nas cartilagem de pacientes com AR. Embora os niveis plasmaticos de Gal-1 sejam
comparaveis entre pacientes com AR e controles saudaveis, a sua concentracao no
liqguido sinovial é significativamente comparaveis (XIBILLE-FRIEDMANN et al.,
2013).

Os niveis reduzidos de Gal-1 no liquido sinovial correlacionam-se aos niveis
aumentados de autoanticorpos anti-Gal-1 e anticorpos anti peptideos citrulinados
ciclicos (anti-CCP) em pacientes com AR. Esses estudos clinicos confirmaram o
potencial envolvimento da Gal-1 na patogénese da AR e indicam a Gal-1 no liquido
sinovial como um possivel biomarcador para o prognostico da AR (LI et al., 2013).

Enquanto que na ES, a Gal-1 apresenta uma funcdo protetora contra o
desenvolvimento da vasculopatia digital. Além disso, 0s niveis séricos de Gal-1
podem ser Util para a estratificacdo de risco para o desenvolvimento de vasculopatia
digital na fase inicial da doenca (YANABA et al., 2016).

A fungdo imunorreguladora da Gal-4 ainda permanece ambigua. No
entanto, estudos mostraram que essa galectina pode se ligar ao CD14 nos
mondocitos e induz sua diferenciacdo em células semelhantes a macréfagos através
da via de sinalizacao da proteina quinase ativada por mitbgeno (MAPK). Além disso,
foi identificado que a Gal-4 induz alteragbes nos mondécitos, modificando a
expressdo de varias moléculas de superficie e levando a alteraces funcionais, tais
como aumento da producdo de citocinas e expressdao de metaloproteinases de
matriz e capacidade fagocitaria reduzida (HONG et al., 2019).

Até o momento ndo ha relatos do papel da Gal-4 nas doencas autoimunes
reumatologicas. Porém, a Gal-4 tem sido descrita como um fator importante que esta
relacionado a imunidade da mucosa. Foi demonstrado que essa galectina exacerba
a inflamagdo estimulando diretamente as células T CD4" para produzir IL-6 no
modelo de colite mutacional (HOKAMA et al.,, 2004). A Gal-4 pode interagir
diretamente com as células T CD4" através da ligacido a sinapse imunoldgica, que €
um ativador especifico da PKC (NAGAHAMA et al., 2008). Através da ativacéo da
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via associada a PKC, a Gal-4 estimula a producdo de IL-6, portanto, exacerba a
inflamacéao intestinal.

PACLIK D et al., (2008) demonstraram que a Gal-4 pode induzir a apoptose
de células T por ligacédo ao epitopo de CD3 na superficie de células T no modelo de
colite de tipo selvagem. Uma vez ligada a este epitopo, a Gal-4 promove a apoptose
de células T de maneira dependente de calpaina e reduz a secrecéo de citocinas
incluindo IL-6, IL-8, IL-10 e IL-17 e, em seguida, melhorando a inflamacéao.

Porém, outro estudo desmonstrou que o papel da Gal-4 variava em
diferentes modelos de colite. Dessa forma, a Gal-4 apresenta um papel ambiguo,
podendo exacerbar a inflamacdo intestinal no modelo de colite mutacional, ou
melhorar a inflamacgé&o intestinal no modelo de colite de tipo selvagem (MATHIEU et
al., 2008).

Apenas um estudo avalia a presenca da Gal-7 nas doencas autoimunes
reumatologicas, o qual sugere que os autoanticorpos para Gal-7 presente no soro
podem contribuir para a desregulacéo celular que ocorre no LES (SARTER et al.,
2013). Essa galectina induz uma diminuicdo no complexo TIM-3" Thl e Th17 como
Th17 e Tregs, vias criticas para a patogénese do LES (MORITOKI et al., 2013; JIAO
et al., 2016).

Estudos observaram uma diminuicdo da sinalizacdo do complexo Gal-9-
Tim-3 em pacientes com AR. Os niveis de expressdo de Tim-3 em células T CD4"
de pacientes com AR foram menores em comparagdo com controles saudaveis,
levando a apoptose mediada por Gal-9 de células T CD4" (LEE et al., 2011; 2012).
A Gal-9 pode regular negativamente a AR, induzindo diferenciacdo de células T
naive para Tregs e, assim, induzir a apoptose de TIM-3" Thl e células Th17 pro-
inflamatérias (SEKI et al., 2007). Gal-9 também induz apoptose de sinovidcitos hiper-
proliferantes nas juntas de pacientes com AR, 0 que, consequentemente, diminui 0s
niveis de citocina proé-inflamatéria, como a IL-6, melhorando as manifestacdes
clinicas da doenca (JOHN et al., 2016).

A Gal-9 induz o desequilibrio imunolégico por regulacdo negativa das
células Th1/Th17 em doengas inflamatodrias. Os niveis séricos dessa galectina foram
significativamente elevados nos pacientes com ES e correlacionaram-se
positivamente com o escore da pele. A Gal-9 apresentou uma alta producédo nos
fibroblastos dérmicos, com supressdo da expressdo de interferon-y de células

TCD4" na pele, promovendo o desenvolvimento da fibrose (SAIGUSA et al., 2017). A
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presenca das galectinas na AR e ES estdo demonstradas nas figuras 4 e 5,

respectivamente.

Figura 4 — Representacdo da presenca das galectinas na AR.
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Fonte: Adaptado do BioRender®.



Figura 5 — Representacéo da presenca das galectinas na ES.
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Por possuirem etiologia ainda desconhecida, cada vez mais 0s mecanismos

genéticos vém sendo estudados a fim de compreender melhor a patogénese dessas

doencas, através de polimorfismos que possam estar

associados com a

suscetibilidade. A presenca das galectinas nas doencas autoimunes estao

resumidas na tabela 1.
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Tabela 1 - Galectinas nas doencgas autoimunes.

Galectina Doenca Associacdes Referencias
Autoimune
Galectina- AR Os niveis de Gal-1 foram significativamente reduzidos XIBILLE-
1 no liquido sinovial em pacientes com AR. FRIEDMANN
et al.,2014
LES A presenga de Gal-1 juntamente com CD43 MONTIEL
participam da modulacéo do sistema et al.,2010
imunolégico,contribuindo para a desordem imune
presente no LES.
ES Gal-1 é um fator protetor contra o desenvolvimento da YANABA
vasculopatia digital. Além disso, 0s niveis séricos de et al.,2016
Gal-1 pode ser Util para a estratificagdo de risco para
o desenvolvimento de vasculopatia digital.
Galectina- LES Auto-anticorpos para Gal-7 presente no soro podem SARTER
7 contribuir para a desregulagéo celular que ocorre no et al.,2013
LES.
Galectina- AR Inducédo de apoptose de sinoviocitos hiper- LEE et al.,2012;
9 proliferantes, diminuicdo dos niveis de citocina pro- JOHN et al.,
inflamatdria, além da diminui¢do da sinalizacéo do 2016
complexo Gal-9-Tim-3.
LES O aumento da regulagéo da expressdo de Tim-3 e MORITOKI et
Gal-9 foi relacionado com os escores de SLEDAI. A al., 2013; JIAO
presenca do anticorpo bloqueador de Gal-9 inibiu a etal., 2016
proliferacéo de PBMC estimulada por CD3 e citocinas
derivadas de Thl, Th2, Th17 e IL-6.
ES Alta produc¢éo nos fibroblastos, com supresséo da SAIGUSA et al.,
expressao de IFN-y de células TCD4" na pele, 2017

promovendo o desenvolvimento da fibrose.

Fonte: da autora.
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2.3.3 Polimorfismos nas galectinas

Os SNPs encontram-se amplamente distribuidos ao longo do genoma, mais
de dez milhdes de SNPs existentes sdo atualmente conhecidos, segundo dados do
The International HapMap 2019. SNP € a variagdo na sequéncia de DNA que ocorre
guando um unico nucleotideo (A, T, C, ou G) em uma determinada sequéncia €&
alterado. Esta alteracdo difere entre individuos da mesma espécie ou entre 0s
cromossomos homologos de um mesmo individuo. Os SNPs s&o os polimorfismos
de DNA mais abundantes no genoma humano e estdo presentes numa frequéncia
alélica minima de 1 a 5% na populacdo (JOOSTEN LA et al., 2004).

Uma vez que diversos polimorfismos genéticos vém sendo relacionados a um
aumento no risco de ocorréncia e/ou recorréncia de uma série de patologias
multifatoriais, que pode levar a susceptibilidade de um individuo. Os polimorfismos
das galectinas vém sendo cada vez mais associados com o desenvolvimento e
progressao de varias doencas (CHEN et al.,, 2015; HU et al., 2011; CHEN et al.,
2012; DJORDJEVIC et al., 2016; ROSEN et al., 2016).

No gene da Gal-l1 (LGALS1), o rs13057866 esta associado com a
suscetibilidade a influenza A (H7N9) em humanos (CHEN et al., 2015). Ja4 o
rs4820294 foi associado ao desenvolvimento de diabetes gestacional (BLOIS et al.,
2014). Na miastenia grave, o rs4820293 da LGALS1 possui uma interagdo com o
rs743777 do receptor de interleucina 23 (IL2RB), sugerindo um papel dessas
proteinas nessa rara doenca (PAL et al., 2010).

Os polimorfismos presentes no gene da Gal-3 (LGALS3) vém sendo
estudados em diversas doencas, devido sua fungdo na modulacéo da inflamacéo e
apoptose celular. Podemos destacar os rs4644 e rs4652, correspondentes a
LGALS3 +191 e +292, que podem contribuir para o desenvolvimento da AR (HU et
al., 2011).

O rs4652 foi associado com o risco de desenvolver AR na populagéao
iraniana (ATABAKI et al., 2017); a associa¢do dos niveis séricos de Gal-3 com os
rs4644 e rs4652, pode constituir um fator de susceptibilidade para infeccdo do trato
respiratorio e crise vaso oclusiva em criancas com anemia falciforme (MENDONCA
BELMONT et al.,, 2016); e o rs4644 foi associado a classificagdo do tumor e ao
prognostico dos gliomas (CHEN et al., 2012). J& os rs2274273 e rs17128183, foram

descritos por ndo estarem associados com o risco de complicagfes relacionadas a
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aterosclerose carotidea avancada, no entanto essas variantes podem alterar os
niveis circulantes de expresséo de LGALS3 (DJORDJEVIC et al., 2016).

Enquanto o LGALS7 néo possui, até 0 momento, estudos de associacdo de
polimorfismos, dois SNPs (rs4239242 e rs4794976) no LGALS9 foram associados
com um risco aumentado de doenca hepética alcodlica (ROSEN et al., 2016). Os
estudos de avaliacdo de SNPs das galectinas nas doencgas reumaticas ainda sao

Mmuito escassos.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL
Determinar os niveis séricos das galectinas -1, -4, -7 e -9 e polimorfismos da
LGALS9, bem como seus niveis séricos e manifestacbes clinicas avaliando suas

associacoes clinicas e laboratoriais em pacientes com AR e ES.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Determinar os niveis séricos das galectinas-1, -4, -7 e -9 em pacientes
portadores de AR, e ES e grupo controle.

3.2.2 Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs da galectina
9 (rs4795835, rs3763959 e rs4239242) em pacientes portadores de AR, ES e

grupo controle.

3.2.3 Verificar a associacdo entre 0s niveis séricos da Gal-9 e os SNPs
(rs4795835, rs3763959 e rs4239242) em pacientes portadores de AR, ES e
grupo controle.

3.2.4 Verificar a associagdo entre 0s SNPs (rs4795835, rs3763959 e
rs4239242) e manifestacdes clinicas em pacientes portadores de AR e ES.

3.2.5 Verificar a associacdo dos niveis séricos das galectinas -1, -4, -7 e -9

com manifestacdes clinicas e laboratoriais em pacientes com AR e ES.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 POPULACAO E LOCAL DO ESTUDO

Foram recrutados do Servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco, 229 pacientes com AR, 82 ES, de acordo
com os critérios de inclusao e exclusdo de cada doenca. O grupo controle consistiu
de 170 voluntarios sadios, pareados por sexo e idade entre os grupos das doencgas,
sem diagnostico de qualquer doenca reumatoldgica, imunoinflamatéria ou de

imunodeficiéncias.

4.1.1 Critérios de inclusao

Casos: Para os pacientes com AR, os critérios de inclusdo consistiram em
pacientes que possuem pelo menos uma articulagdo com sinovite clinica definida
(inchago) e com a sinovite ndo melhor explicada por outra doenca. Além de
envolvimento conjunto das articulagdes; sorologia (FR e ACPA); presenca de reagentes

de fase aguda (PCR E VHS) e duracao dos sintomas.

Para os pacientes com diagnostico de ES, os critérios de inclusdo baseram-se
em espassamento de pele dos dedos de ambas as maos que se estedem proximo as
articulacbes meracarpofalangicas; lesdes na ponta dos dedos; telangiectasia; capilares
anormais; hipertensdo pulmonar e/ou doenca pulmonar intersticial; fenbmeno de
Raynaud; presenca de anticentromero, anti-topoisomerase | (anti-Scl-70), e anti-RNA
polimerase Ill. E, em ambos os casos, maiores de 18 anos e que nao tenham o
diagnéstico de nenhuma doenca autoimune de acordo com 0 ACR ou ACR/EULAR.

Controles: Voluntarios saudaveis sem diagnostico conhecido de outra doenca

reumatoldgica imunoinflamatéria ou de imunodeficiéncias.

4.1.2 Critérios de exclusao

Casos: Pacientes com quadro de infeccao, gravidez, neoplasia, idade inferior

a 18 anos e que nao tinham o diagnéstico de nenhuma doenca autoimune de acordo
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com 0 ACR ou ACR/EULAR. Grupo controle: Voluntarios com diagndstico conhecido

de outra doenca reumatoldgica imunoinflamatodria ou de imunodeficiéncias.

4.2 COLETA E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foram coletados 15 ml de sangue total em tubos de EDTA e tubos sem
anticoagulante. A coleta do material biolégico foi realizada no Servico de
Reumatologia do Hospital das Clinicas da UFPE. O material coletado foi
encaminhado ao Laboratério de Imunomodulagédo e Novas Abordagens Terapéuticas
(LINAT) do Nucleo de Pesquisa em Inovacgéo Terapéutica (NUPIT) da UFPE.

4.3 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

No referido laboratorio, 0 DNA das amostras foi extraido e armazenado a -
80°C. Embora exista um grande numero de métodos empregados para a extracdo
de DNA, a partir de amostras bioldgicas, utilizamos a técnica de extragéo “In House”
pela metodologia padrdo de fenol-cloroférmio. Esse método tem como base trés
passos fundamentais, sendo o primeiro a lise das membranas plasmaticas e
nucleares das ceélulas, o segundo a degradacdo de proteinas e o terceiro a
purificagéo e solubilizagéo do DNA (DAVIS et al., 1986).

As amostras coletas em tubo de EDTA foram centrifugadas a 2500g por 10
minutos, o plasma foi coletado e armazenado a -80°C. Em seguida, as hemacias
foram lisadas com uma solucéo de lise e centrifugadas a 2500g por 10 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi transferido paa um tubo de 15 ml,
onde 5 ml de tamp&o de pouco sal mais uma gota de triton foram adicionados para
a lavagem das células, sendo novamente centrifugadas a 2500g por 10 minutos. O
sobrenadante foi novamente desprezado e adicionou-se 1 ml de de tampé&o de
pouco sal, transferindo o pellet para um microtubo, que foi centrifugado a 12000g por
5 minutos.

O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi dissolvido delicadamente em
400ul de tampdo com alta concentracdo de sal, 25ul de SDS 10%, 30ul de
proteinase K. Por fim, a solucédo foi incubada a 60°C por 1 hora, e em seguida foram
adicionados 180ul de NaCl 5M a solugdo , a qual centrifugada a 12000g por 5

minutos. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo e misturado a 400ul de
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cloroférmio/alcool isoamilico e 400ul de fenol saturado. A solucao foi centrifugada a
12000g por 5 minutos, o sobrenadante contendo o DNA foi transferido para outro
microtubo, onde foram adicionados mais 800ul de cloroférmio/alcool isoamilico
(centrifugagdo a 12000g por 5 min). O sobrenadante foi novamente retirado e
colocado em novo microtubo, onde foi acrescentado 10% do seu volume com
acetato de sodio 3M e 800ul de etanol absolto gelado, em seguida centrifugado a
120009 por 5 min. O sobrenadante foi descartado, sendo adicionado 500ul de etanol
a 70% gelado, repetindo as condi¢des da centrifugacéo e deixar o DNA secando em
temperatura ambiente, em seguida o DNA doi ressuspendido em 50ul agua de

injecao.

4.3.1 Determinacdo da concentracdo de DNA das amostras

A quantificacdo da concentracdo de DNA de cada amostra foi realizada com

auxilio do NanoDrop 1000 (Thermo Scientific), utilizando 1uL da amostra de DNA.

4.4 SELECAO DOS POLIMORFISMOS

Os polimorfismos foram selecionados, atraves do site

http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/, levando em consideragdo a Frequéncia do Alelo
Menor (MAF) maior que 0,1 na populacédo européia (CEU). Os SNPs presentes na
regido promotora, nos introns e exons foram selecionados através do site:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed.  Somente o0os SNPs validados foram

considerados. Outro fator importante para a selecdo dos SNPs foi a pesquisa de
trabalhos descritos na literatura que encontraram associagcdo de polimorfismos em
alguma doenca de carater inflamatdrio. Dessa forma, trés SNPs na regido intronica
para LGALS9 foram selecionados: rs4795865, rs3763959, rs4239242. Os SNPs
selecionados e genotipados para os pacientes com AR, e 0 grupo controle estédo

listados na tabela 2.


http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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Tabela 2 - SNPs do LGALS?9 selecionados

Gene SNP Cromossomo Posicao Bases

LGALS9 rs4795835 17:25970778 Intron CIT
rs3763959 17:25957334 Intron AIG
rs4239141 17:43554902 Intron AT

Fonte: da autora.

4.5 GENOTIPAGEM

Para a determinacdo do genétipo dos polimorfismos selecionados, as
amostras de DNA foram submetidas a amplificacdo pelo método PCR em tempo

real.

4.5.1 Reacao em Cadeia Polimerase (PCR)

A PCR (reacdo em cadeia da polimerase) € um método de criacdo de
multiplas cépias de um fragmento especifico de DNA in vitro. A sintese de
fragmentos de DNA necessita da utilizagdo de um mix contendo os elementos
basicos: desoxirribonucleotideos trifosfatos (dATP, dGTP, dTTP e dCTP), DNA
polimerase (Taq), iniciadores e uma solugcéo tampéao. A amplificacdo dos fragmentos
de DNA foi realizada utilizando-se o sistema TagMan® (empresa- Life Tech). Esse
sistema utiliza, além dos p iniciadores, uma sonda (oligonucleotideo) contendo um
fluoréforo ligado a sua extremidade 5 e um quencher ligado a extremidade 3'. Essa
sonda liga-se a uma regido do DNA posterior ao iniciador. Quando a sonda esta
intacta, ocorre a transferéncia de energia entre o fluoréforo e o quencher néo
havendo, dessa forma, emissdo de fluorescéncia. Entretanto, quando a Taq
polimerase comeca a sintetizar o fragmento de DNA, a partir do iniciador, sua
extremidade 3’, com ag¢ao de exonuclease, sendo capaz de clivar a sonda e separar
o fluoréforo do quencher havendo, dessa forma, liberacdo de um sinal fluorescente.

Este sinal, por sua vez, € capturado por uma camera presente no aparelho de

PCR em tempo real. Cada alelo possui uma sonda fluorescente diferente, sendo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/?q=rs4795835&filters=source%3Adbsnp&assm=GCF_000001405.25
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possivel determinar os genétipos de cada polimorfismo estudado de acordo com a(s)
fluorescéncia(s) produzida(s). As amostras foram diluidas em agua ultra pura
DNA/RNAseFree, tendo o sistema de deteccdo TagMan® SNP Genotyping assay e
a sonda especifica, detalhadas na tabela 3.

Tabela 3 - Reagentes utilizados na reacado em cadeia da polimerase (PCR)

Reagentes utilizados na RT-PCR Quantidade por pogo
DNA Gendmico 20ng

Agua ultra pura DNA/RNAse Free 7 uL

TagMan® SNP Genotyping assay 0,324 pL
Genotyping Master Mix 3,24 uL

Fonte: da autora.

A reacado de PCR foi realizada utilizando o termociclador StepOnePlus™
Real-Time PCR System (Applied Biosystem) e consistiu em uma desnaturacdo inicial
a 95°C por 10min, seguida por 40 ciclos de 95° C por 15 segundos e 60° C por 1
min. Essas reacdes foram realizadas em placas de 96 pocos.

4.6 DOSAGEM DAS GALECTINAS

As amostras coletadas em tubo sem anticoagulante foram centrifugadas a
2500g por 10 minutos para separacdo do soro, e posteriormente armazenados a -
80°C. As galectinas -1, -4, -7 e -9 presente no soro dos pacientes e dos controles
saudaveis foram quantificadas por ELISA sanduiche, tendo como limite de deteccédo
respectivamente 156,25 pg/ml, 15,625 pg/ml, 78,125 pg/ml e 46,87pg/ml , seguindo
as informacgdes recomendadas pelo fabricante (R&D Systems).
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

O estudo conduzido nesta tese foi do tipo caso-controle, o teste estatistico
utilizado foi o qui-quadrado (X3 (Chi-Square Test). Uma vez estabelecida a
associagdo, o seu efeito foi descrito pela odds ratio. Para avaliar o equilibrio de
Hardy-Weinberg utilizamos o site: http://oege.org/software/hardy-weinberg.html
(SANTIAGO et al., 2009).

Para a comparacéo das variaveis continuas, entre dois grupos, foi aplicado o

teste t Student ou teste ndo paramétrico Mann-Whitney e para comparacao entre
mais de dois grupos sera aplicado o teste ANOVA ou Kruskal-Wallis, quando
apropriado.Todos os graficos foram elaborados pelo software Graph Pad Prism

versao 6.


http://oege.org/software/hardy-weinberg.html
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DOS PACIENTES

Um total de 356 individuos foram genotipados para LGALS9 e o soro dosado
para Gal-9, entre os quais 156 pacientes com AR e 200 controles pareados por
idade e sexo. A idade média dos pacientes com AR e controles foi de 52,15 + 12,10
anos e 48,01 + 12,40 anos. As frequéncias genotipicas de rs4239242, rs3763959 e
rs4795835 foram analisadas de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (todos
p> 0,05). Os dados clinicos dos pacientes foram descritos na tabela 4.

Em relacdo ao grupo de pacientes com ES, um total de 82 pacientes e 138
controles, foram genotipados para LGALS9 e o soro dosado para Gal-9, pareados
por idade e sexo. A idade média dos pacientes com ES e controles foi de 52,15 +
9,52 anos e 48,01 + 10,78 anos. As frequéncias genotipicas de rs4239242,
rs3763959 e rs4795835 para os pacientes de ES também foram analisadas de
acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (todos p> 0,05). No entanto a populacao
nao se encontrou no equilibrio de Hardy-Weinberg sendo excluidas das analises. Os

dados clinicos dos pacientes estao descritos na tabela 5.
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Tabela 4 - Parametros demogréficos e clinicos de pacientes genotipados com AR e

grupo controle para genotipagem.

Dados Clinicos

N° de controles 200
Mulheres/ Homens 163/37
Média de idade (min-max) 48.01 (19-
82)
N° de pacientes 156
Mulheres/ Homens 152/4
Média de idade (min-max) 52.15 (25-
77)
DAS28 (%)
Remissé&o ou baixa atividade da doenca 72 (46.15)
Atividade moderada da doenca 47 (30.12)
Alta atividade da doencga 37 (23.71)
CDAI (%)
Remissé&o ou baixa atividade da doenca 95 (58.97)
Atividade moderada da doenca 31 (19.87)
Alta atividade da doenca 30 (19.23)
HAQ
<1 50 (32.05)
>1 106 (67.94)
Fator Reumataoide (%)
Positivo 89 (57.05)
Negativo 37 (23.71)
Erosdes (%)
Presenca 87 (55.76)
Auséncia 53 (33.97)
Velocidade de hemossedimentacéo de eritrocitos 36.54 (O-
(VHS — mm/h) 125)
DMARD
Leflunomida 29
Hidroxicloroquina 4
Metotrexato 78
Prednisona 45
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Tabela 5 - Parametros demogréficos e clinicos de pacientes genotipados com ES e

grupo controle para genotipagem.

Dados Clinicos

N° de controles 170
Mulheres/ Homens 137/33
Média de idade (min-max) 49.4 (19-82)
N° de pacientes 82
Mulheres/ Homens 73/9
Média de idade (min-max) 48.2 (20-81)
Variaveis

Subtipo Cutéaneo Limitado, n (%) 41 (50%)
Subtipo Cutaneo Difuso, n (%) 41 (50%)
Anticorpo Anti-SCL70 positivo, n 20 (16%)
(%)

Anticorpo Anti-centrbmero positivo, 4 (3.2%)
n (%)

Rodnan 18.4 £12.68
Fibrose interstitial pulmonar, n (%) 13 (37.28%)

Envolvimento gastrointestinal, n (%) 57 (94.91%)
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5.2 CARACTERIZAGCAO DO LGALS9 COM NIVEIS SERICOS DA GAL-9 E
CORRELACOES CLINICAS

5.2.1 Artrite reumatoide

Avaliamos os niveis séricos de Gal-9 entre os pacientes com AR e grupo
controle. Os pacientes com AR apresentaram altos niveis de Gal-9 quando
comparados aos controles (mediana 27,82 pg / ml; p <0,0001) (figura 6a). Pacientes
em remissao e baixa atividade (DAS28 <3,2) apresentaram niveis elevados de Gal-9
em comparagao com o grupo de atividade moderada (DAS28 3,2> <5,1) (p <0,0001).
Observou-se também o grupo em remissédo em relacdo ao grupo com alta atividade
da doenca (DAS28> 5,1) (p <0,0001) (figura 6b). Em relacdo ao CDAI, os pacientes
em remissao ou baixa atividade clinica da doenca (CDAI <10) apresentaram altos
niveis da Gal-9 quando comparados aos grupos em moderada e alta atividade,
respectivamente (p<0,0001; p=0,0064).

Figura 6- Associacdo dos niveis séricos de Gal-9 em pacientes com AR. (a) niveis
séricos de galectina-9 em pacientes com AR e grupo controle. (b) associacdo dos
niveis séricos de Gal-9 com escore de atividade da doenca (DAS28). (c) associacao
dos niveis séricos de galectina-9 com o indice de Atividade de Doenca Clinica
(CDAI).
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Fonte: da autora.
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Como frequéncias genotipicas de rs4239242, rs3763959 e rs4795835 foram
distribuidos de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (todos p> 0,05), as
frequéncias dos gendtipos e alelos em pacientes com AR e 0s controles sao
mostrados na tabela 6. O gendtipo TT do rs4239242 apresentou associacao positiva
com AR (15,59% em pacientes com AR e 5,20% em controles, p = 0,0032, odds
ratio = 0,28; 95% IC = 0,12-0,64). O gendtipo CT apresentou prevaléncia no grupo
controle (66,14%) em comparagcdo com AR (19,26%, p = 0,0001, odds ratio = 7,99;
IC95% = 4,59-13,91). Para o gendtipo AA do rs3763959, encontramos uma possivel
associagao negativa com AR 6,67% nos pacientes com AR e 15,10% nos controles,
p = 0,040, odds ratio = 2,49; 1C95% = 1,05-5,90). Ja os homozigotos GG foram
prevalentes em pacientes com AR (55,23%) em compara¢cdo com o grupo controle
(34,89%, p = 0,0009, odds ratio = 0,43; 95% IC = 0,26-0,70). O gendétipo AG
(rs3763959) tem sido associado com uma maior presenca de erosfes 0sseas em
pacientes com AR (p = 0.0436). Nao encontramos diferencas alélicas e genotipicas
do rs4795835 com AR e os controles (tabela 6).



Tabela 6 - Distribuicdo dos alelos e gendtipos LGALS9 em pacientes com AR e

individuos saudaveis.

SNP

rs4795835

CcC

CT
TT
CT+TT

C- alelo
T-alelo

rs3763959

AA

AG
GG
AG + GG
A-alelo
G-alelo
rs4239242
TT
TC

CcC
TC +CC
T-alelo
C-alelo

RA

(N=154)

103

44
7
51

250
58

(N=105)

7

40
58
08
54
156
(N=109)
17
21

71
92
55
163

%

66.88

28.57
4.54
33.11

81.16
18.83

%

6.67

38.09
55.23
93.33
25.71
74.28
%
15.59
19.26

65.13
84.40
25.22
74.77

Controles

(N=195)

109

80
6
86

298
92

(N=192)

29

96
67
163
154
230
(N=192)
10
127

55
182
147
237

%

55.89

41.03
3.07
44.10

76.41
23.58

15.10

50
34.89
84.89
40.10
59.89

5.20
66.14

28.64
94.79
38.28
61.71

Fonte: da autora.

p-value

0.063

0.025
0.415
0.063

0.233
0.233

0.040

0.052
0.0009
0.040
0.0001
0.0004

0.0032
0.0001

0.0001
0.0054
0.0019
0.0019

RR

0.83

1.25
0.76
1.20

0.90
1.10

1.29

1.18
0.73
0.77
1.83
1.55

0.54
2.03

0.55
1.79
1.21
0.82

OR (95%IC)

0.65 (0.42-1.01)

1.69 (1.08-2.64)
0.59 (0.20-1.75)
1.52 (0.98-2.34)

0.79 (0.54-1.13)
1.26 (0.87-1.81)

2.49 (1.05-5.90)

1.62 (1.00-2.63)
0.43 (0.26-0.70)
0.40 (0.16-0.95)
4.20 (2.90-6.09)
1.93 (1.33-2.80)

0.28 (0.12-0.64)
7.99 (4.59-
13.91)

0.22 (0.13-0.36)
3.36 (1.48-7.64)
1.77 (1.23-2.55)
0.56 (0.39-0.80)
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Em relacdo ao CDAI, altos niveis da Gal-9 foram detectados nos pacientes
em remissdo ou baixa atividade da doenca (CDAI <10), quando comparados aos
pacientes em alta atividade (CDAI> 22) (p <0,0001). Também avaliamos pacientes
com atividade moderada (CDAI> 10 <22) e CDAI> 22, onde, 0s pacientes em
atividade moderada tiveram um valor mais alto da Gal-9, em comparagcdo com 0s
pacientes que estavam em maior gravidade da doenca (p = 0,0064) (figura 6c). Nao
encontramos significancia entre os parametros clinicos, como: HAQ, FR, VHS,
DAS28, e o soro desses pacientes. No entanto, o genoétipo AG (rs3763959) foi
possivelmente associado a uma maior presenca de erosdo 0ssea em pacientes com
AR (p = 0,0436) (figura 7).

Figura 7- Eroséao estratificada por genotipos de polimorfismos do gene LGALS9
(rs3763959) em pacientes com AR.
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5.3 CARACTERIZACOES DOS NiIVEIS SERICOS DAS GALECTINAS -1, -4 E -7 E
CORRELACOES CLINICAS

Foram realizadas as dosagens séricas das galectinas -1, -4 e -7, em 229
pacientes com AR (220 mulheres e 9 homens) e 170 controles (137 mulheres e 33
homens), com média de idade 55,66 + 6 e 49,57 + 13,96 anos, respectivamente. As
caracteristicas basicas dos sujeitos do estudo sdo mostradas na tabela 6.

Além de 82 pacientes com ES (73 mulheres e 9 homens, média de idade 81+
12,76 anos), no qual 41 pacientes foram classificados em grupos cutaneos difusos
(CD, n = 41) e cutaneos limitados (DL; n = 41). J& o grupo controle consistiu de 170
individuos saudaveis (137 mulheres e 33 homens, média de idade 81 + 16,20 anos)

(Tabelas 7 e 8, respectivamente).



Tabela 7- Parametros demograficos e clinicos de pacientes com niveis séricos

dosados com AR e grupo controle.

Dados Clinicos

N° de controles
Mulheres/ Homens

Média de idade (min-max)

N° de pacientes

Mulheres/ Homens
Média de idade (min-max)

DAS28 (%)

170
137/33
49.44 (19-82)

229
220/9
52.66 (18-78)

Remisséo ou baixa atividade da doenca 114 (49.78)
Atividade moderada da doenca 70 (30.56)
Alta atividade da doencga 45 (19.65)
CDAI (%)

Remissé&o ou baixa atividade da doenca 158 (68.99)
Atividade moderada da doenca 40 (17.46)
Alta atividade da doenca 31(13.53)
HAQ

<1 64 (27.94)
>1 121 (52.83)
Fator Reumatoide (%)

Positivo 130 (56.76)
Negativo 76 (33.18)
Erosdes (%)

Presenca 101 (44.10)
Auséncia 74 (32.31)

Velocidade de hemossedimentacéao
eritrocitos (VHS — mm/h)

33.01 (0-125)
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Tabela 8- Parametros demogréficos e clinicos de pacientes com niveis séricos

dosados com ES e grupo controle.

Dados Clinicos

N° de controles 170
Mulheres/ Homens 137/33
Média de idade (min-max) 49.4 (19-82)
N° de pacientes 82
Mulheres/ Homens 73/9
Média de idade (min-max) 48.2 (20-81)
Variaveis

Subtipo cutaneo limitado, n (%) 41 (50%)
Subtipo cutaneo difuso, n (%) 41 (50%)
Anticorpo Anti-SCL70 positivo, n 20 (16%)
(%)

Anticorpo Anti-centrémero 4 (3.2%)
positivo, n (%)

Rodnan 18.4 +12.68
Fibrose intersticial pulmonar, n (%) 13 (37.28%)
Envolvimento gastrointestinal, n 57 (94.91%)

(%)

5.3.1 Artrite reumatoide

Um total de 229 pacientes com AR (220 mulheres, 9 homens) e 170 controles
(137 mulheres e 33 homens), com média de idade 55,66 + 6 e 49,57 + 13,96 anos,
respectivamente. As caracteristicas basicas dos sujeitos do estudo sdo mostradas
na tabela 6. Os niveis séricos das galectinas foram detectados em pacientes quando

comparados ao grupo controle (Gal-1: p <0,0001; mediana = 5435 pg / ml, Gal-4: p



Niveis séricos Gal-1 (pg/ml)
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<0,0001; mediana = 702,30 pg / ml e Gal-7: p <0,0001; mediana = 2134 pg / ml)
(Figura 8).

Figura 8 — Associacdo das galectinas -1, -4 e -7 nos pacientes com AR e grupo
controle. (a) Comparagdo dos niveis séricos de Gal-1 nos pacientes e controles (p
<0,0001); (b) Comparacao dos niveis séricos de Gal-4 nos pacientes e controles (p
<0,0001); (c) Comparacao dos niveis seéricos de Gal-7 nos pacientes e controles (p
<0,0001).
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Fonte: da autora.

Avaliamos 0s niveis séricos das galectinas em relagcéo a atividade clinica dos
pacientes. Pacientes em remissdo ou baixa atividade da doenca (CDAI <10) foram
associados a niveis mais elevados de Gal-1, quando comparados a pacientes em
atividade moderada da doenga (CDAI 10> <22) (p = 0,0263; mediana = 3673 pg /
ml). Pacientes que apresentavam alta atividade (CDAI> 22) apresentavam menores
niveis de Gal-1 quando comparados ao grupo em remissdo ou baixa atividade da
doenga (CDAI <10) (p = 0,0476; mediana = 3210 pg / ml) (figura 9a). N&o
encontramos correlagdo entre os niveis de Gal-7 e os parametros de atividade da
doenca. Observamos também que pacientes em remissdo ou baixa atividade da
doenca (CDAI<10) apresentaram niveis elevados de Gal-4 quando comparados
agueles em atividade moderada da doenga (CDAI 10> <22) (p = 0, 0117; mediana =
518,9pg / ml) (Figura 9b). Altos niveis de Gal-4 também foram encontrados em

pacientes em remissao ou baixa atividade da doencga (CDAI <10) quando
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comparados ao grupo em com alta atividade da doenca (CDAI> 22) (p <0,0001;
mediana = 346,0 pg / ml) (figura 9b).

Figura 9 — Associagcdo dos niveis séricos das galectinas -1 e -4 com o CDAI nos

pacientes com AR. (A) Avaliacdo do CDAI com niveis séricos de Gal-1. (b) Avaliacdo

do CDAI com os niveis séricos de Gal-4.
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Fonte: da autora.
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Pacientes com baixa atividade ou remissdo da doenca (DAS28 <3,2)

apresentaram niveis elevados da Gal-4 quando comparados com pacientes em
atividade moderada da doenca (DAS28 3,2> <5,1) (p = 0,0280; mediana = 587,3 pg /
ml) e pacientes em alta atividade da doenca (DAS28 >5,1) ((p <0,0001; mediana =
391,0 pg / m ) (Figura 10). Niveis elevados de Gal-4 foram identificados em
pacientes que apresentaram atividade moderada da doenca (DAS28 3,2> <5,1),
guando comparados ao grupo alta atividade da doenca (DAS28> 5,1) atividade
moderada da doenca (DAS28 3,2 <5,1) (p = 0,0012; mediana = 391,0 pg / ml,

respectivamente) (Figura 10).
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Figura 10 - Avaliacdo do escore de atividade da doenca para 28 articulacdes

(DAS28) com niveis séricos de Galectina-4.
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Fonte: da autora.

Avaliando o FR, os pacientes com FR negativo apresentaram niveis mais
elevados de Gal-1 e Gal-4 em comparacdo aos pacientes positivos para o FR,
respectivamente, p = 0,0358; mediana = 7057pg /ml; p = 0,0099; mediana =
864,1pg/ ml (Figuras 11a e 11b).

Figura 11- Associacdo do FR com o0s niveis séricos das galecinas -1 e -4. (a)
Avaliacdo do fator reumatdide e niveis de Galectina-1. (b) Avaliagdo do fator

reumatoide e niveis de Galectina-4.

a p=0.0232 b

40000 - 3000 - p=0.0013

30000 4 2000

20000 -

1000 4
10000 4

Niveis séricos Gal-1 (pg/ml)
Niveis séricos Gal-4(pg/ml)

FR- FR+

Fonte: da autora.
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5.3.2 Esclerose sistémica

Os niveis seéricos de galectinas -1, -4 e -7 foram significativamente
aumentados em pacientes com ES comparados aos controles (p <0,001; Figura 12).
Os niveis de galectina ndo mostraram diferencas significativas entre a CD e o CL.
Niveis séricos elevados de Gal-1 foram associados a pacientes com a presenca de
miopatia (p = 0,0466; Figura 13a). Da mesma forma, niveis séricos elevados de Gal-
7 foram associados a pacientes com fibrose (p = 0,0196; Figura 13b).

Figura 12- Associacdo das galectinas -1, -4 e -7 nos pacientes com ES e grupo
controle. (a) Comparacéo dos niveis seéricos de Gal-1 nos pacientes e controles (p
<0,0001); (b) Comparacao dos niveis séricos de Gal-4 nos pacientes e controles (p
<0,0001); (c) Comparacéo dos niveis séricos de Gal-7 nos pacientes e controles (p
<0,0001).
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Figura 13 - Associacao de parametros clinicos com as galectinas em pacientes com
ES. (a) Associacdo dos niveis seéricos de galectina-1 com miopatia em pacientes
com ES (p = 0,0466). (b) Associagdo dos niveis séricos de galectina-7 com fibrose
em pacientes com ES (p = 0,0196).
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6 DISCUSSAO

As galectinas séo classificadas como uma familia de proteinas que
possuem alta capacidade de se ligar a B-galactosideos através de uma sequéncia
de aminoacidos dentro de CRDs. Elas regulam ndo apenas células crescimento e
diferenciacdo, mas também respostas imunes, bem como inflamacéo (O'SULLIVAN
et al., 2017; RAO SP et al., 2017).

Muitos estudos avaliaram o papel dos polimorfismos nos genes da galectina
na AR (PAL et al., 2012; HU et al., 2011; PANOULAS et al., 2009). No entanto, até o
momento, ndo ha estudo sobre SNPs de LGALS9 na AR. ROSEN et al., (2016)
relataram que os polimorfismos de LGALS9 estdo associados ao risco de
desenvolver a doenca hepatica alcodlica (ALD), onde uma associacdo entre o alelo
T rs4239242, a protecdo contra a ALD e a presenca do alelo C foram associados
com uma diferenca de 70% no risco de desenvolver ALD.

Este resultado difere do encontrado onde o gendtipo TT apresentou
associacao positiva com AR (p = 0,0032). Enquanto o gendtipo AG (rs3763959) foi
associado a uma maior presenca de erosbes O0sseas em pacientes com AR. O
rs3751093 foi avaliado e a proporcéo de portadores do alelo G foi significativamente
maior entre os individuos que estavam em risco de desenvolver lesdo hepética
alcodlica em comparagcdo com aqueles que tinham maior probabilidade de o alelo A
desenvolver ALD. Dessa forma, fica claro que, para diferentes doencas o
polimorfismo pode gerar efeitos diversos no individuo (ROSEN et al., 2016).

A maioria dos polimorfismos avaliados (genotipos e alelos polimorficos) teve
um efeito protetor na AR. SEKI et al., (2007) demonstraram que a Gal-9 esta sendo
usada em pacientes com AR, e pode ser benéfica na artrite induzida por colageno
de camundongos quando administrada por via exdégena. Nos pacientes com AR, foi
observada uma diminui¢do na sinalizacdo do complexo Gal-9-Tim-3.

Os niveis de expressdo de Tim-3 em células T CD4" de pacientes com AR
foram menores em comparacdo com aqueles de controles saudaveis, resultando em
uma diminuicdo na apoptose mediada por Gal-9 de células T CD4" (ARIKAWA et
al., 2009). Outro estudo avaliou a expressdao de mRNA da Gal-9 em PBMCs, onde
foi observada uma menor expressao em pacientes de AR com atividade moderada a
alta da doenca, indicando que a Gal-9 pode prevenir a progressao da doenca (LI et
al., 2012).
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A Gal-9 foi inicialmente identificada como um fator quimiotético para
eosinofilos estando envolvida no processo regulatério da inflamacédo (MORIYAMA et
al., 2014). Possui um receptor de superficie, o TIM-3, que é altamente expresso em
células CD4", Thl, CD8, CD11b" e células dendriticas, ndo sendo expresso nos
macrofagos e Th2. Sendo o complexo Gal-9+TIM-3 responsavel por induzir
apoptose das células T citotoxicas (CD4", Thl, CD8) (LI S et al., 2013).

Encontramos altos niveis da Gal-9 nos pacientes em remissao ou baixa
atividade da doenca (CDAI <10), quando comparados aos pacientes em alta
atividade (CDAI> 22) (p <0,0001). Além dos pacientes com atividade moderada
(CDAI> 10 <22) e CDAI> 22, onde, tiveram um valor mais alto da Gal-9, em
comparagao com 0s pacientes que estavam em maior gravidade da doenca (p =
0,0064).

LEE et al., (2011) encontraram uma correlacao negativa quando avaliaram a
expressdo do mRNA de TIM-3 de PBMCs em relacdo ao DAS28. Outro estudo
demonstrou que a Gal-9 esta presente em maiores niveis no liquido sinovial de
pacientes com AR quando comparados a pacientes com oestoartrite, podendo
induzir a apoptose de fibroblastos e assim prevenir a hiperproliferacdo de
sinoviocitos nas articulagcbes, sugerindo o envolvimento de Gal-9 no
desenvolvimento da AR. Dessa forma, o papel exato dessa galectina e do seu
complexo com o receptor na AR precisa ser melhor estudado para uma melhor
compreensao da doenca (SEKI et.al., 2007).

Altos niveis séricos da Gal-9 foram encontrados nos pacientes com ES
guando comparados ao grupo controle (mediana= 2554pg/ml; p<0,0001). Apenas
um artigo mostra a relacdo da Gal-9 e a fibrose presente nos pacientes com ES,
onde fibroblastos dérmicos promovem a transdiferenciacdo localizada na pele de
células Tregs para células Th2, sendo a Gal-9 responsavel pela inducdo do
desequilibrio imune predominante de citocinas Th2 por regulacdo negativa das
células Th1/Th1l7 em doencas inflamatorias.

Os fibroblastos dérmicos da ES suprimem a expressao de IFN-y de células
T CD4" através da superproducdo de Gal-9, promovendo o desenvolvimento da
fibrose da pele (SAIGUSA et al., 2017). Uma das limitacbes do nosso estudo foi que
a grande maioria dos pacientes estava em remissao clinica, e talvez por causa disso
a frequéncia dos alelos de protecédo fosse maior, e pode ndo mostrar a real fungéo
do polimorfismo. Outra limitacdo que encontramos foi a auséncia de associagédo dos
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polimorfismos com CDAI, FR, VHS e correlacéo entre os parametros clinicos da ES
com os SNPs.

A Gal-1 demonstrou ser um importante modulador da homeostase celular
por induzir a apoptose em diferentes tipos celulares, como mondcitos e células, além
da sobrevivéncia e proliferacdo celular (OHSHIMA et al., 2013; RABINOVICH et al.,
2007; TOSCANO et al., 2011). Estudos anteriores sugeriram um possivel efeito
terapéutico ap0s a aplicacdo de Gal-1 em ratos com modelos de AR (MENDEZ-
HUERGO et al., 2019; RABINOVICH et al., 1999). Enquanto outro estudo mostrou
gue a expressao de Gal-1 foi regulada negativamente na artrite idiopatica juvenil
caracterizada por hiperplasia das células sinoviais, no entanto, sua implicacdo na
fisiologia da doenca humana permanece desconhecida (XIBILLE-FRIEDMANN et
al., 2013; KIM et al., 2006).

Nossos resultados atuais mostraram um aumento significativo em pacientes
com AR em comparac&o ao controle (p <0,0001). E bem conhecido que os niveis de
Gal-1 aumentam acentuadamente nos soros de pacientes com AR e correlacionam
positivamente com VSH e DAS28 (MENDEZ-HUERGO et al.,, 2019). Estudos de
proteoma sinovial confirmaram a presenca de Gal-1 em pacientes com AR,
sugerindo um papel inflamatério maior em comparacdo com pacientes com
osteoartrite (XIBILLE-FRIEDMANN et al., 2013; LI et al., 2013).

Nossos achados corroboram estudos prévios, uma vez que 0S nhiveis
séricos desta galectina estdo presentes em maior ndmero em nosso grupo de
pacientes com remissdo da doenca (p = 0,0476). Pacientes que apresentavam FR
negativo, apresentavam niveis elevados de galectina (p = 0,0232).

Um estudo recente demonstrou o papel da Gal-1 na AR, onde foram
encontrados altos niveis dessa galectina em pacientes, além da associacao da Gal-1
com atividade da doenca indicando que a galectina pode contribuir para os efeitos
antiinflamatérios causados pelos DMARDs e corticoterapia em pacientes com AR
(MENDEZ-HUERGO et al., 2017). Assim, embora sua funcdo ndo seja
completamente compreendida, nossos resultados corroboram com os achados da
literatura, sugerindo que a presenca dessa galectina estd relacionada ao pior
prognostico da doenca (XIBILLE-FRIEDMANN et al., 2014).

Na ES, encontramos um aumento nos niveis séricos de Gal-1 em
comparacao ao grupo controle. Como essa galectina é expressa em muitos tecidos,
incluindo o musculo esquelético (YANABA et al., 2016, SUNDBLAD et al., 2017),
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encontramos nos pacientes niveis elevados de Gal-1 correlacionados com a
presenca de miopatia (p = 0,0466), que € uma condicao clinica que pode manifestar
varios graus de atrofia muscular e elevacdo da enzima creatina fosfoquinase sérica
(CPK) ( POPE, 2003; NIO-KOBAYASHI, 2017).

A Gal-1 desempenha um papel duplo muito importante na angiogénese,
aumentando assim a proliferacdo e migracdo de células endoteliais, mas também
tem a capacidade de proteger as células da apoptose celular induzida pelo estresse
oxidativo que se acredita ser relacionado ao desenvolvimento da ES (NIO-
KOBAYASHI, 2017).

A Gal-4 € uma importante lectina diretamente relacionada a imunidade da
mucosa e esta fortemente associada ao aumento da inflamacdo intestinal ao
estimular diretamente as células T CD4" para produzir IL-6 no modelo de colite
mutacional TCR (DASURI et al., 2004). Através de um sinal ligacdo, que ocorre
através de um ativador especifico da cascata de sinalizacdo associada a PKC, a
Gal-4 pode interagir com células T CD4" estimulando a producéo de IL-6 causando
um aumento na inflamacéao intestinal.

No entanto, estudos mostraram que a Gal-4 pode induzir a apoptose de
células T através da sua ligacdo ao epitopo CD3, que esta presente na superficie
das células T no modelo de colite de tipo selvagem. Até o momento, a implicacao
dessa galectina na fisiologia da doenca autoimune permanece desconhecida.
Assim, nosso resultado apresenta evidéncias inéditas, onde a Gal-4 esta presente
em niveis elevados em comparacdo com os controles (p <0,0001).

Em relacdo aos parametros clinicos, os niveis elevados de Gal-4 foram
encontrados em pacientes em remissdo ou baixa atividade (CDAI<10) quando
comparados ao grupo em com alta atividade (CDAI> 22) (p <0,0001). O DAS28,
avaliado em pacientes em remissao ou baixa atividade (DAS28 <3,2), apresentou
niveis elevados de Gal-4 quando comparados ao grupo em com alta atividade da
doenca (DAS28> 5,2) e atividade individual moderada (DAS28 3,2<5,1) (p <0,0001,
p = 0,0012, respectivamente). O FR negativo também foi associado a niveis
elevados de Gal-4, o que corrobora os resultados acima (p = 0,0013). Como Varios
mecanismos podem estar relacionados ao desenvolvimento e melhor progndstico da
doenca, ja que pacientes com baixa atividade ou remissdo da doenca estédo

relacionados aos niveis de Gal-4, sugerindo que sua presenca pode estar
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relacionada ao melhor prognostico. Novos estudos devem ser realizados para definir
o papel deste Gal-4 na patogénese da AR.

Encontramos niveis elevados de Gal-4 em pacientes com ES em
comparacdo com o grupo controle (p = 0,0009). A Gal-4 intracelular regula a
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular, enquanto a Gal-4 extracelular atua na
adeséao intercelular (HUFLEJT et al., 1997; HUFLEJT et al., 2003).

No presente estudo, a galectina demonstrou ter um papel duplo na sua
funcdo, em que a sua presenca de inflamacao intestinal foi exacerbada (HOKAMA et
al., 2004, HOKAMA et al.,, 2008) ou para melhorar a inflamacédo (PACLIK et al.
2008). Nao encontramos associacdes entre as manifestacdes clinicas da doenca
com niveis séricos de galectina, nem estudos na literatura para correlacionar nossos
achados. No entanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar seu papel na
ES.

A Gal-7 é considerada um marcador de epitélio estratificado,
desempenhando um papel importante no desenvolvimento da migracédo celular.
Possui varias funcdes celulares, sendo a maioria relacionada a manutencdo da
integridade epitelial, indugdo de apoptose de células T ativadas com ativacdo de
caspases, e também atua como fator antifibrotico na fibrose hepatica (PACLIK et al.,
2008; INAGAKI et al., 2008).

Um estudo anterior avaliou o soro de pacientes com varias doencas
autoimunes para autoanticorpos, onde o perfil de resposta caracterizava o tipo de
doenca. Os achados sugerem que 0S autoanticorpos presentes no soro podem
contribuir para a desregulacdo do sistema imunoldgico, onde a resposta imunologica
a idade e sexo nos controles foi encontrada contra o protétipo Gal-7, com indicacdes
de positividade para Gal-7 em pacientes com IUpus eritematoso sistémico.

Além da presenca de autoanticorpos, as galectina-2, -3, -4 e -7 foram
altamente significativos na trombose arterial e venosa, abortos recorrentes e
trombocitopenia (SARTER et al., 2013). At¢é o momento, ndo ha dados que
demonstrem uma relagéo entre Gal-7 e AR. Nossos resultados sao sem precedentes
em demonstrar pela primeira vez que pacientes com AR tém niveis elevados de Gal-
7 em comparagcdo com controles (p <0,0001). No entanto, ndo encontramos
associacfes positivas em relacdo aos parametros de atividade da doenca. Mais

estudos sdo necessarios para demonstrar o seu verdadeiro papel nesta doenca.
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Assim como na AR, até o momento, ndo existe nenhum estudo sobre o
papel da Gal-7 em pacientes com ES e sua correlagdo com os achados clinicos.
Sendo a fibrose tecidual responsavel pela maioria das manifestacdes clinicas da ES,
onde a extensao e gravidade do tecido fibrotico esta relacionada ao pior prognostico
e mortatilidade da doenca. Dessa forma, pode haver uma relacdo entre o processo
fibrético e a Gal-7, sabendo que ha uma interacdo de outros fatores, até mesmo
outras galectinas, que estdo presentes nesse processo (GENDRONNEAU et al.,
2008; MATSUSHITA; TAKEHARA, 2017).

Nossos achados mostraram que ha uma possivel relagdo entre fibrose e
Gal-7, onde pacientes com altos niveis de Gal-7 presente no soro estédo
correlacionados com presenca do processo fibrotico (p = 0,0196). Como nao existe
no momento estudos que corroborem nossos achados, sdo necessarios mais
pesquisas e até associacfes com os SNPs para confirmar nossa hipétese. No
entanto, ndo encontramos associacdes positivas em relacdo aos parametros de
atividade da doenca. Mais estudos sdo necessarios para demonstrar o seu
verdadeiro papel nesta doenca.

Uma das limitagcdes do nosso estudo foi que a grande maioria dos pacientes
estava em remissdo clinica, e talvez por causa disso a frequéncia de alelos de
protecdo fosse maior e ndo mostrasse a real funcao do polimorfismo. Outra limitacéao
foi a avaliagéo do significado funcional dos polimorfismos selecionados no gene da
galectina-9. Quando examinamos 0s niveis séricos de galectina-9 com cada
genotipo de pacientes com AR, no entanto, as frequéncias genotipicas e alélicas ndo
foram associadas aos niveis séricos.

Levando em conta que a AR € uma doenca dependente do microambiente, 0s
polimorfismos podem fornecer alguma fungcdo com a galectina no liquido sinovial, em
vez de no nivel sistémico. Além disso, esse polimorfismo pode ser influenciado por
outras proteinas relacionadas a sintese, excrecao ou degradacdo da galectina-9. No
entanto, nosso estudo € o primeiro a investigar o papel do polimorfismo LGALS9 em
pacientes com AR, contribuindo para o conhecimento do background genético da
AR.
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7 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem pela primeira vez que alteragdes genéticas no
gene LGALS9 podem estar associadas a AR. O gendtipo SNP rs4239242 TT
apresentou associagao positiva com AR em comparagao ao grupo controle. Como o
genotipo AG (rs3763959) tem sido associado com uma maior presenca de erosdes
O0sseas em pacientes com AR, estes achados sugerem que os polimorfismos no
LGALS9 podem ser uma area interessante para uma maior exploracdo na artrite
reumatoide.

Também foi demonstrada a presenca das Gal-1, -4, -7 pela primeira vez nos
pacientes com AR e ES. A presenca de altos niveis séricos de Gal-1 e Gal-4 foram
relacionados a pacientes em baixa atividade da doenca e auséncia de fator
reumatoéide, nos pacientes com AR.

Nos pacientes com ES, encontramos uma associacao positiva de Gal-1 com a
presenca de miopatia e altos niveis de Gal-7 em pacientes com fibrose. Desta forma,
as galectinas podem vir a atuar como o biomarcadores da doenc¢a. No entanto, mais
estudos sdo necessarios a fim de elucidar o papel destas proteinas,e assim,

entender melhor o mecanismo que possam estar relacionados a AR e a ES.
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APENDICE A - CRITERIOS DE CLASSIFICACAO ACR-EULAR 2010 PARA AR

Populacéo alvo Score
Pacientes que:

1. ter pelo menos 1 articulacdo com sinovite clinica definida (inchago) *

2. com a sinovite ndo melhor explicada por outra doenca

A. Envolvimento conjunto

1 grande articulagao 0
2-10 grandes articulag6es 1
1-3 pequenas articulagcfes (com ou sem envolvimento de grandes articulagde 2
4-10 pequenas articulac6es (com ou sem envolvimento de grandes 3
articulacgoes)
> 10 juntas (pelo menos 1 pequena articulacéo) 5
B. Sorologia (pelo menos 1 resultado do teste é necessario para classificacao
FR negativo e negativo ACPA 0
FR positivo baixo ou ACPA baixo positivo
FR positivo alto ou ACPA positivo alto 3
C. Reagentes da fase aguda (pelo menos 1 resultado do teste é necessario par
classificacéo)
PCR normal e VHS normal 0
PCR anormal ou VHS anormal 1
D. Duracéo dos sintomas
<6 semanas 0
> 6 semanas 1
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APENDICE B- CRITERIOS DE CLASSIFICACAO ACR-EULAR 2010 PARA ES

Item Sub-item Score
Espessamento da pele dos dedos de ambas - 9
as maos que se estendem proximo
as articulacGes metacarpofalangicas
(critério suficiente)
Espessamento da pele dos dedos Dedos inchados 2
(apenas contar a pontuacédo mais alta)
Esclerodactilia dos dedos (distal a 4
articulacdes metacarpofalangicas, ma
proximal ao proximal
articulacdes interfalangicas)
LesBes na ponta dos dedos (s6 contam a Ulceras de ponta digital 2
pontuacgdo mais alta)
Cicatrizes na ponta dos dedos 3
Telangiectasia - 2
Capilares anormais - 2
Hipertensdo Arterial Pulmonar e / ou Hipertenséo Arterial Pulmonar 2
Doenca Pulmonar Intersticial
(pontuagdo maxima é 2)
Doenca pulmonar intersticial 2
Fendmeno de Raynaud - 3
Autoanticorpos relacionados a ES Anticentromere 3 3
(anticentrémero, anti-topoisomerase | Anti-topoisomerase |
[anti-Scl-70], anti-RNA polimerase 111) Anti-RNA polimerase 1l

(pontuacdo maxima é 3)
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APENDICE C- TERMO CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
) CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
NUCLEO DE PESQUISA EM INOVAGAO TERAPEUTICA — SUELY GALDINO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugéo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa Associacdo de
polimorfismos nos genes das galectinas com 0s niveis séricos e parametros clinicos das
doencas auto-imunes, que esta sob a responsabilidade da pesquisadora Kamila de Melo Vilar,

residente no endereco Rua Amambai, Conjunto Privé das Candeias, Bloco-F, apto 302, CEP 54.430-

160, Piedade- PE, E-mail: kamilamelo_vilar@hotmail.com, Telefone: (81) 9.95090507. Também

participam desta pesquisa os pesquisadores: Profa. Dra. Angela Luzia Branco Pinto Duarte, E-mail:

Angelabduarte@hotmail.com, Profa. Dra. Andréa Tavares Dantas, E-mail:

andreatdantas@qgmail.com, Dr. Laurindo Ferreira  da Rocha  Junior, E-mail:

laurindorochajr@gmail.com, Dr. Henrique de Ataide Mariz, E-mail:

henrigueamariz@yahoo.com.br, disponiveis no telefone: (81) 2126-8346. Esta sob a orientacéo

da Profa. Dra. Maira Galdino da Rocha Pitta, E-mail: mgrpitta@agmail.com.

Caso este Termo de Consentimento contenha informacdes que ndo lhe sejam compreensiveis, as
davidas podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe entrevistando e apenas ao final, quando todos
os esclarecimentos forem dados, caso concorde com a realizacdo do estudo pedimos que rubrique as
folhas e assine ao final deste documento, que est4 em duas vias, uma via lhe sera entregue e a outra
ficara com o pesquisador responséavel.

Caso ndo concorde, ndo havera penalizagdo, bem como serd possivel retirar o consentimento a
qualquer momento, também sem nenhuma penalidade.
INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

» Esta pesquisa busca entender como as mudangas das células do nosso organismo podem causar
algumas doencas como: artrite reumatdide, esclerose sistémica, lUpus eritematoso sistémico. Esta
pesquisa busca entender se alguma mudanca nas informacdes das nossas células do nosso organismo
pode causar alguma das doencas citadas. Iremos estudar 0 seu sangue e investigar se 0s componentes
dele podem contribuir para o aparecimento dos sintomas ou a piora destas doencas. Nesta pesquisa
serdo realizados experimentos com as células presentes no seu sangue que sera coletado da sua veia,
como uma coleta de sangue para exames laboratoriais. Deste modo, nenhum medicamento sera
administrado em vocé por ninguém em momento algum.

» Caso concorde, vocé participard desta pesquisa apenas com uma coleta de sangue e algumas
informagdes do prontuario, no dia da consulta médica, sem a necessidade de deslocamento em dia
adicional. Caso seja necesséria a sua vinda em um dia adicional por motivo exclusivo da pesquisa, vocé
e seu acompanhante serdo ressarcidos financeiramente com o valor correspondente ao transporte e

eventual alimentacao.
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» Para este estudo, precisamos coletar algumas células de sangue. A coleta de sangue é feita no
braco e a quantidade coletada é equivalente a duas colheres de sopa (8 ml). Nenhuma coleta sera
realizada sem a autorizagéo prévia dos voluntarios. As coletas serdo feitas por profissionais treinados e
competentes e orientados para reduzir 0os possiveis riscos como: tromboflebite na veia puncionada,
celulite local, puncéo acidental de outras estruturas anatdmicas circunvizinhas como artéria e nervo. A
coleta de sangue pode ser desconfortdvel e o brago pode ficar um pouco dolorido e apresentar
hematoma que é uma area arroxeada no local da coleta. Antes de iniciar a coleta, nds limparemos o
bragco do voluntario com alcool. Em caso de danos ocasionados por quaisquer procedimentos

envolvendo a pesquisa o participante da pesquisa tera direito a assisténcia integral e gratuita.

» O material coletado sera processado para separagéo do soro e extragdo do material genético (DNA)
gue sera armazenado adequadamente em freezers -80°C e poderd ser utilizado em pesquisas futuras,
com prévia autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa, e/ou da Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa, e pelo participante da pesquisa. As amostras serdo manipuladas no Laboratorio de
Imunomodulacdo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT), pertencente ao Nulcleo de Pesquisa em
Inovagéo Terapéutica da Universidade Federal de Pernambuco. As amostras de sangue serdo
destinadas a quantificagdo de proteinas contidas no soro pelo ensaio imunoenzimatico ELISA, e a
pesquisa de polimorfismos no gene LGALS1, 3,7 e 9 através da técnica de PCR (Reac¢do em Cadeia de
Polimerase) em tempo real. O participante da pesquisa e o voluntario sadio ndo irdo fazer exames ou

testes genéticosdiretamente.

» O participante da pesquisa e 0 médico que o acompanha possui total acesso aos seus dados, bem
como resultados de exames, os quais ficardo armazenados sob total sigilo e confidencialidade. Caso
solicitado, o participante da pesquisa podera retirar o0 consentimento de guarda das amostras bioldgicas
humanas e dos dados genéticos humanos armazenados no estudo. Esta solicitagdo devera ser realizada
por escrito e assinada, e que dar-se-a a qualquer tempo, sem prejuizo ao participante da pesquisa, com
validade a partir da data da comunicacéo da decisdo, sendo necessaria a devolugéo/ destruicdo de todas
as amostras biologicas coletadas durante o estudo, bem como a retirada dos dados genéticos do banco

onde se encontrem armazenadas.

» Somente serdo realizados os testes com amostras biolégicas que estiverem descritos no TCLE e
autorizados pelo participante da pesquisa ao assina-lo. Os beneficios deste estudo consistem em
entender o desenvolvimento dessas doencas e assim melhorar a qualidade de vida dos participantes da

pesquisa.

Todas as informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicagbes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntérios, a ndo ser entre 0s
responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados coletados
nesta pesquisa (prontudrios), ficardo armazenados em computador pessoal, sob a responsabilidade da

pesquisadora , no enderec¢o acima informado, pelo periodo de minimo 5 anos para o desenvolvimento de
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projetos paralelos de alunos de graduacdo e pds-graduacdo, sendo necessario a anuéncia do
participante da pesquisa para 0 acesso e uso dos seus dados de prontuario. O participante da pesquisa
serdq informado sobre a perda ou destruicdo de suas amostras biolégicas, bem como sobre o
encerramento do Biorrepositério.

Nada lhe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacdo € voluntaria,
mas fica também garantida a indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da
participacdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial. Se houver necessidade, as
despesas para a sua participacdo serdo completamente assumidas pelos pesquisadores, como por

exemplo: ressarcimento de transporte e alimentacao, através do pagamento das despesas.

A pesquisadora responsavel dara acesso aos resultados de exames ao médico do participante ou ao
préprio participante sempre que solicitado e/ou indicado. Caso seja descoberto qualquer problema de
salide ndo identificado previamente, haverd acompanhamento e encaminhamento meédico especialista.
A pesquisadora e o patrocinador da pesquisa ndo se responsabiliza por outros servigos de saude (tais
como planos de salde e o SUS) ou o préprio participante da pesquisa.

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 Universitéria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail:
cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)
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