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RESUMO

Introdugao: Genes como o Antigeno Leucocitario Humano (HLA), o Transdutor de
Sinal e Ativador da Transcricdo 4 (STAT4), o Fator 5 Regulador de Interferon (IRF5)
e Quinase Linfoide B (BLK) podem contribuir para induzir autoimunidade através da
ativacao de células B e T e aumento da producdo de Interferon. Eles foram
associados a Lupus Eritematoso Sistémico (LES) apds estudos do genoma humano
inteiro (GWAS), em populagdes européias, asiaticas e amerindias nao-brasileiras.
Os objetivos deste estudo sdo: avaliar se ha associagdo desses genes com a
presenca de LES, em pacientes brasileiros, portadores ou ndo de Artropatia de
Jaccoud (AJ), e verificar sua possivel relagdo com o tipo de apresentacgéo clinica e
laboratorial de LES. Métodos: 144 pacientes com diagnéstico de LES, cadastrados
em dois servicos de Reumatologia - Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica
(EBMSP) e Hospital Universitario Professor Edgar Santos (HUPES)/Universidade
Federal da Bahia (UFBA), Brasil - foram incluidos neste estudo. Destes pacientes
com LES, selecionamos 38 portadores de AJ. Um grupo de 614 individuos sem LES
foi utilizado como controle negativo. As caracteristicas clinicas e laboratoriais dos
pacientes com LES, com ou sem AJ, foram avaliadas. Todos os participantes foram
genotipados para os polimorfismos rs9271100, rs7574865, rs10488631 e
rs13277113 nos genes HLA, STAT4, IRF5 e BLK, respectivamente, pela técnica de
PCR em tempo real. Para o calculo das frequéncias genotipicas, utilizou-se os
modelos de heranca aditivo e alélico. As frequéncias alélicas e genotipicas foram
correlacionadas com a presenca de LES, suas manifestagdes clinico-laboratoriais e
AJ, com ajuste para sexo, cor da pele e/ou idade, em analise multivariada.
Resultados: O alelos T e os gendtipos TT e GT do polimorfismo rs7574865, no
gene STATH4, e o alelo C e os gendtipos CC e CT do polimorfismo rs10488631, no
IRF5, apresentaram maiores frequéncias na populacdo com LES. Na analise
multivariada, apenas o polimorfismo rs7574865, no gene STAT4, apresentou
associacdo com LES. Nao houve associagao entre os polimorfismos avaliados e as
manifestacdes do LES. Os pacientes com AJ mostraram maior tempo de doenca
(relacionado ao diagndstico do LES), maior prevaléncia de serosite e transtornos
psiquiatricos quando comparados aos pacientes com LES sem AJ. O alelo A e os
gendtipos AA e AG do polimorfismo rs1327713, no BLK, apresentaram associagao
com a presenca de AJ, na populacdo com LES. Conclusdes: Este trabalho é
pioneiro na avaliagdo de polimorfismos genéticos, em pacientes brasileiros, com
LES, que desenvolveram AJ. Foi observada uma associagdo dos SNPs rs7574865 e
rs10488631, nos genes STAT4 e IRF5, respectivamente, com o desenvolvimento de
LES, conforme estabelecido previamente em outras populacbées. Nao houve
associagoes significativas entre esses polimorfismos e as manifestagcbes do LES,
porém a AJ apresentou um possivel risco genético, relacionado ao polimorfismo
rs13277113, no gene BLK.

Palavras-chave: Lupus Eritematoso Sistémico. Artropatia de Jaccoud.
Polimorfismos.



ABSTRACT

Introduction: Genes like Human Leukocyte Antigen (HLA), Signal Transducer and
Activator of Transcription 4 (STAT4), Interferon Regulatory Factor 5 (/RF5) and B
Lymphoid Kinase (BLK) contribute to induce autoimmunity by increasing B and T
cells activation and Interferon production. These molecules were associated with
Systemic Lupus Erythematosus (SLE) after Genome-Wide Association Scans
(GWAS) in European, Asian and non-Brazilian Amerindian populations. The goals of
this study are to evaluate if there is association of these genes with the presence of
SLE, in Brazilian patients, and to verify if there is some relationship with Jaccoud
Arthropathy (JA) or type of clinical and laboratory presentation of SLE. Methods: 144
patients diagnosed with SLE, enrolled in two services of Rheumatology, in Brazil -
Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica (EBMSP) and Hospital Universitario
Professor Edgar Santos (HUPES)/Universidade Federal da Bahia (UFBA) — were
included in this study. Of these SLE patients, we selected 38 JA carriers. A group of
614 individuals without SLE was used as a negative control. LES and JA patients
were evaluated for their clinical and laboratory characteristics. All participants were
genotyped for rs9271100, rs7574865, rs10488631 and rs13277113 polymorphisms
in the HLA, STAT4, IRF5 and BLK genes, respectively, by real-time PCR technique.
For the calculation of genotypic frequencies, it was used the additive and allelic
heritability models. Their allelic and genotypic frequencies were correlated with the
presence of SLE, JA and/or SLE manifestations, adjusted for sex, skin color and/or
age, in multivariate analysis. Results: The T allele, TT and GT genotypes of
rs7574865 in STAT4 and C allele, CC and CT genotypes of rs10488631 in IRF5
presented higher frequencies in the SLE population. In multivariate analysis, only the
analysed SNP at STAT4 gene was associated with SLE. There were no associations
between the polymorphisms evaluated and SLE manifestations. JA patients had a
longer SLE disease, higher prevalence of serositis and psychiatric disorders when
compared to patients with SLE without JA. The A allele, AA and AG genotypes of
rs1327713 in BLK showed a correlation with the presence of JA. Conclusions: This
paper is a pioneer in the evaluation of genetic polymorphisms in Brazilian SLE
patients that developed AJ. It was observed an association among rs7574865 and
rs10488631 polymorphisms at STAT4 and IRF5 genes, respectively, and SLE
development, as established in other populations. There were no important
associations between theses polymorphisms and the SLE manifestations, but we
found a possible genetic risk for JA, the rs13277113 polymorphism at BLK gene.

Key-words: Systemic Lupus Erythematosus. Jaccoud Arthropathy. Polymorphisms.
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1 INTRODUGAO

O lapus eritematoso sistémico (LES) € uma doenga inflamatéria crénica, de
carater autoimune e com potencial de afetar multilplos 6rgdos e tecidos, segundo
definicbes do Colégio Americano de Reumatologia (ACR) e Sociedade Brasileira de
Reumatologia (SBR). Ele se apresenta e evolui de forma clinica variavel ao longo do
tempo, com fases de atividade ou remissao. Segundo dados da SBR, as mulheres
podem ser acometidas pelo LES até nove vezes mais do que os homens, e os afro-
descendentes quatro vezes mais do que os caucasianos. Aproximadamente, 1 a
cada 1.700 mulheres no Brasil € portadora da doenga. Estima-se um total de 65.000
brasileiros com LES. No ambito mundial, a incidéncia de LES é aproximadamente 1
a 10 casos por 100.000 pessoas/ano e a prevaléncia varia de 20 a 70 por 100.000
habitantes. O LES representa importante causa de morbi-mortalidade no Brasil e no
mundo, principalmente em individuos jovens, em idade reprodutiva. A taxa de
mortalidade por LES no Brasil é de 4 a 5 pessoas por 100.000 habitantes M. Da
mesma forma que no Brasil, as taxas de mortalidade mundiais sdo elevadas,
principalmente no primeiro ano apds o diagndstico da doenga e também dependem

@ Além disso, os sintomas e sequelas da

da situagdo socioeconémica do pais
doenca e de seu tratamento podem levar a um forte impacto fisico e psicossocial na
vida do paciente e da comunidade.

As causas e a fisiopatogénese do LES nao sao totalmente compreendidas.
Acredita-se que seja uma doenga de etiologia multifatorial, na qual fatores de
susceptibilidade genéticos e ambientais interagem para resultar no fenoétipo da
doenga ©.

Estudos genéticos de pacientes com LES, em diversas populagoes,
possibilitaram a descoberta de mais de 80 loci de susceptibilidade da doenga, porém
nao se sabe os efeitos e fungdes de todos esses loci de risco. Postula-se que muitos
deles estejam envolvidos com a funcionalidade de células do sistema imune, em
situagcdes de fagocitose, eliminacdo de DNA e debris celulares, clearance de
imunocomplexos, apoptose, sinalizagdo de mondcitos, neutrdfilos, linfocitos B e T,
receptores do tipo Toll, vias moleculares do NFkB e regulagdo de Interferon. Os
estudos genémicos de associagdo familiares e de larga escala do genoma (do inglés

- Genoma-Wide Association Scans, GWAS) em pacientes com LES identificaram a
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grande parte dos genes atualmente associado a LES “. A regido do Antigeno
Leucocitario Humano (HLA), principalmente os alelos HLA DRB1*1501 (HLA-DR2) e
HLA DRB1*0301 (HLA-DR3), é fortemente associada ao desenvolvimento de LES
em varias populacbes da Europa. Fora da regido do HLA, mutagdes em outros
genes, como no Transdutor de Sinal e Ativador da Transcricao 4 (STAT4), o Fator 5
Regulador de Interferon (/RF5), Quinase Linféide B (BLK) e Integrina-alfa-M
(ITGAM), dentre outros, tem se destacado © ®. Esses polimorfismos genéticos
(mutagdes que apresentam frequéncia acima de 1% na populagéo) estao implicados
no desenvolvimento de LES, o que foi descoberto inicialmente em populagdes
européias e, posteriormente, em asiaticos e amerindios © 9.

Aproximadamente 5% dos pacientes com LES, apresentam uma artropatia
deformante nao-erosiva, portanto nao-fixa, denominada Artropatia de Jaccoud (AJ),
que se manifesta com deformidades, semelhantes aquelas da Artrite Reumatdide
(AR) 9. A AJ pode gerar prejuizos na execucdo de atividades da vida diaria do
paciente com LES. Uma forma descrita como AJ severa ou mutilante apresenta
deformidades fixas, irreversiveis, levando a um maior comprometimento da funcao
articular V. Em relacdo a AJ, ndo ha estudos de impacto que abordem uma
possivel susceptibilidade genética para o desenvolvimento dessa artropatia. Apenas
um estudo com 9 pacientes com AJ (dentre 340 pacientes com LES), procedentes
do Japédo, encontrou a presenga de HLA classe | (A 11 e B 61) em 55% dos
pacientes com AJ (12) 'Nao ha outros estudos abordando este tema.

Dessa forma, ha evidéncias na literatura que respaldam a susceptibilidade
genética para a manifestacdo do LES e a atuagéo dos polimorfismos genéticos na
regulacdo ou expressao de moléculas importantes para a quebra de tolerancia do
sistema imune, em diferentes vias patogénicas do LES. Existe uma escassez de
estudos genéticos em pacientes brasileiros com LES e nos pacientes portadores de
AJ. O objetivo deste trabalho €& avaliar a existéncia de associacdo entre
polimorfismos genéticos e o desenvolvimento de LES, associado ou ndo a AJ, numa
populacao da Bahia, Brasil. Para tal, avaliaremos quatro polimorfismos — rs9271100
no gene HLA, rs10488631 no gene IRF5, rs7574865 no gene STAT4 e rs13277113
no gene BLK — os quais ja demonstraram previamente associacao significativa com
LES, em populagdes européias, asidticas e amerindias n&o-brasileiras. Nossa
hipétese é que esses polimorfismos sdo mais prevalentes na populacdo com LES

e/ou AJ quando comparado aos individuos sem essas patologias. O impacto de
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estudos genéticos na pratica clinica se da na medida em que possibilita uma maior
compreensao da fisiopatogenia e viabiliza atuagdes diagndsticas, terapéuticas e/ou

preventivas.



16

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo primario

Avaliar se os polimorfismos - rs9271100 no gene HLA, rs10488631 no gene
IRF5, rs7574865 no gene STAT4 e rs13277113 no gene BLK — estdo associados

com o desenvolvimento de LES e/ou AJ.

2.2 Objetivos secundarios

- Verificar as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos
analisados na populagao com LES, associado ou ndo a AJ, e individuos sem LES;

- Caracterizar o perfil clinico e laboratorial dos pacientes com AJ e LES;

- Avaliar se os polimorfismos analisados podem influenciar o perfil de

manifestagdes clinicas e laboratoriais dos pacientes.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Lapus Eritematoso Sistémico

O LES é descrito desde a época medieval. A palavra lupus, de origem latina,
significa “lobo” devido as lesdes de pele dos pacientes assemelharem-se a mordidas
de lobos. No final do século XIX, foi associado a manifestacbes sistémicas pelo
médico canadense Willian Osler e posteriormente foi identificada sua natureza
autoimune apds a observacao de fagocitos englobando material nuclear livre, em
amostras de medula dssea de portadores da doenca. Aproximadamente, em 1950,
medicos americanos desenvolveram esquemas terapéuticos baseados em

3 Atualmente, o

corticosterdides e antimalaricos, os quais sdo usados até hoje (
diagnostico de LES baseia-se em caracteristicas clinicas e laboratoriais, as quais se
apresentam de modo particular e heterogéneo em cada paciente. O espectro da
doenca varia de uma doenca leve, com acometimento mucocutaneo e osteoarticular,
até uma doenga grave e ameacgadora a vida, podendo incluir manifestagées renais e
neurologicas. O ACR desenvolveu critérios de classificagdo para o LES, propostos
em 1982 e 1997, e posteriomente revisados em 2012, pelo SLICC (Clinicas
Internacionais Colaboradoras para o estudo de Lupus Sistémico), os quais séo
utilizados como instrumento auxiliar no seu diagndstico, apesar de terem sido
primariamente criados em carater de pesquisa. Conforme descrito nestes critérios,
as manifestagdes clinicas envolvem alteragbes cutaneas, articulares, renais,
neurolégicas, hematoldgicas, de serosas, além de alteracdes laboratoriais e
imunoldgicas. As alteragdes imunologicas desempenham um papel importante no
diagnodstico de LES e incluem diversos anticorpos, como os anticorpos antinuclear
(FAN), anti-DNA, anti-Smith (anti-Sm) e antifosfolipides. O FAN esta presente
praticamente em todos os individuos com LES, alcangcando uma sensibilidade de
99%, entretanto apresenta baixa especificidade diagnodstica. Os critérios de

classificacdo para o LES estdo explanados na Figura 01 (4 19,
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—_

Eritema malar: lesdo eritematosa fixa em regido malar, plana ou em relevo.

2. Lesao discoéide: lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas queratéticas aderidas e tampdes
foliculares, que evolui com cicatriz atréfica e discromia.

3. Fotossensibilidade: exantema cutaneo como reagéo nao-usual a exposi¢ao a luz solar, de
acordo com a histéria do paciente ou observado pelo médico.

4. Ulceras orais/nasais: Ulceras orais ou nasofaringeas, usualmente indolores, observadas
pelo médico.

5. Artrite: ndo-erosiva envolvendo duas ou mais articulagbes periféricas, caracterizadas por dor
e edema ou derrame articular.

6. Serosite: pleuris (caracterizada por histéria convincente de dor pleuritica, atrito auscultado
pelo médico ou evidéncia de derrame pleural) ou pericardite (documentado por
eletrocardiograma, atrito ou evidéncia de derrame pericardico)

7. Comprometimento renal: proteinuria persistente (>0,5 g/dia ou 3+) ou cilindrdria anormal.

8. Alteragoes neurolégicas: convulsao (na auséncia de outra causa) ou psicose (na auséncia
de outra causa)

9. Alteragoes hematolégicas: anemia hemolitica ou leucopenia (menor que 4.000/mm® em
duas ou mais ocasides) ou linfopenia (menor que 1.500/mm® em duas ou mais ocasibes) ou
plaquetopenia (menor que 100.000/mm® na auséncia de outra causa)

10. Alteragdes imunoloégicas: anticorpo anti-DNA nativo ou anti-Sm ou presencga de anticorpo
antifosfolipide com base em: a) niveis anormais de IgG ou IgM anticardiolipina; b) teste
positivo para anticoagulante lUpico; ou c) teste falso-positivo para sifilis, por, no minimo, seis
meses.

11. Anticorpos antinucleares: titulo anormal de anticorpo antinuclear por imunofluorescéncia

indireta ou método equivalente, em qualquer época, e na auséncia de drogas conhecidas por

estarem associadas a sindrome do lupus induzido por drogas.

Figura 01 - Critérios classificatérios do Lupus Eritematoso Sistémico pelo Colégio

Americano de Reumatologia, de 1997.
Fonte: Hochberg MC. Updating the American College of Rheumatology revised criteria for the
classification of systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum, 1997; 40: 17-25 "

Supde-se que ha peculiaridades clinicas e laboratoriais entre os pacientes,
relacionadas a género e ancestralidade. Essas sub-populagdes provavelmente
exibem diferentes perfis genéticos, imunoldgicos e, consequentemente, diferentes

s (1617 Esses fatores podem n3o so influenciar a susceptibilidade para

prognéstico
LES, mas também sua evolugao clinica.

Uma metanalise recentemente realizada para comparar o impacto do género
na evolucao clinica dos pacientes identificou que manifestagcbes como alopécia,
fotossensibilidade, ulceras orais, artrite, rash malar, niveis de anticoagulante Iupico e
queda de complemento C3 foram mais prevalentes em mulheres, ao passo que
envolvimento renal, serosite, trombocitopenia e niveis de anti-DNA, mais prevalentes

(18

em homens '®. Outra diferencga relatada foi em relagdo a variantes genéticas de

risco, como o HLA e IRF5, as quais foram mais prevalentes em homens do que nas
mulheres (19

Em relacdo a ancestralidade, avaliagcbes comparativas de trés populacoes
de origem geogréfica e ancestralidade diferentes - européias, asiaticas e amerindio-

hispanicas — revelaram que ha evidéncias de polimorfismos de risco compartilhados,
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4 Através do

bem como polimorfismos Unicos e peculiares de cada populacao (
calculo de escores de susceptibilidade para LES, Morris et al. observaram que o0s
africanos tinham os maiores escores de risco, seguidos dos asiaticos do leste,
asiaticos do sul, amerindios e por ultimo, europeus, de forma decrescente @) Os
individuos com ancestralidade afro-americana e asiatica sdo frequentemente mais
afetados por LES, bem como apresentam formas mais graves da doenga, quando
comparados aos de ancestralidade européia ?"). Goulielmos et al relataram sobre as
diferengas relacionadas a patogénese do LES nas diversas ancestralidades,
incluindo manifestagcdes clinicas, variantes genéticas e niveis séricos de Interferon
(1) Ko et al demonstraram que individuos afro-descendentes apresentam uma maior
propensao de formagao de auto-anticorpos, causando uma elevacéao da atividade de
IFN-a, e isso pode explicar em parte uma maior susceptibilidade ao LES nesta
populagao 2.

Essa heterogeneidade clinico-laboratorial e da patogénse caracteristica do
LES e sua baixa incidéncia populacional dificultam a compreensdo dos seus

mecanismos fisiopatogénicos ).

3.2 Fatores de risco genéticos e ambientais

A agregacao familiar e estudos genéticos em irmaos gémeos suportam a
idéia da predisposigao genética no desenvolvimento de LES. Irmaos de portadores
de LES apresentam um risco 29 vezes maior de desenvolver a doenca do que a
populagao geral. Irmaos gémeos monozigoticos apresentam 10 vezes mais risco de
desenvolverem LES do que irméos gémeos dizigdticos '®. Um estudo recente em
Taiwan, com 23 milhdes de participantes, revelou que os riscos relativos (IC 95%)
para LES foram de 315,94 (210,66 - 473,82) para gémeos dos pacientes, 23,68
(20,13 -27,84) para irmaos, 11,44 (9,74 - 13,43) para os pais, 14,42 (12.45 - 16.70)
para prole e 4.44 (2.38 - 8.30) para cbnjuges sem similaridade genética. Este
mesmo estudo apontou que a responsabilizagao pela variagcado fenotipica do LES foi
de 43,9% para o fator hereditario, 25,8% para os fatores ambientais compartilhados
e 30,3% para os fatores ambientais ndo compartilhados ?%. Os fatores de risco
genéticos geralmente ndo seguem um padrdo de heranga mendeliana. Na maioria

dos casos, seguem um padrdo de heranga poligénica de multiplos alelos, com
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tamanho de efeito modesto, que se combinam e interagem para resultar no
desenvolvimento de LES ('),

Os fatores ambientais mais estudados de maior relevancia sdo: exposig¢ao a
radiacdo ulta-violeta (UV), silica, tabagismo, horménios, infec¢des, nutrigéo,
solventes e pesticidas @),

Os fatores de risco genéticos interagem de forma complexa e ndo totalmente
esclarecida com fatores de risco ambientais. Presume-se que os fatores genéticos
sejam cruciais para susceptibilidade ao LES, atuando nas principais vias
patogénicas do LES, e que, juntamente, com os fatores ambientais possam induzir,
através de alteracbes epigenéticas, modificagbes da resposta imune inata e
adaptativa, provocando ou acelerando o desenvolvimento da doenc¢a, em individuos
susceptiveis. Essa interacido potencialmente ocasiona uma desregulacdo do sistema
imune, quebra de auto-tolerdncia de antigenos e manifestacdo do LES
(Figura 02)1).

Fatores Ambientais

| GenesCéulasBeT | | GenesReguladoresde FN] [Genes de reparo DNAJ
: | J
'

[ DNA fragmentado ]
Resposta Autolimune l
Acumulo de debris
Citocinas inflamatorias Celulares
iL-2, 12, FN

\’[ Quebra Autotolerdncia I
!

[ Aytomunidade i

¥

- LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO -

Figura 02 - Interagao dos fatores ambientais e genéticos em LES

Fonte: Silva JA, Addobbati C, Sandrin-Garcia P, Crovella S. Systemic Lupus Erythematosus: Old and
New Susceptibility Genes versus Clinical Manifestations. Current Genomics. 2014; 15(1): 52-65 @)
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3.3 Vias fisiopatogénicas de destaque

Véarios mecanismos moleculares e celulares estdo envolvidos na
fisiopatogénese do LES, com destaque para aqueles relacionados ao Interferon
(IFN), sinalizacao de células B e T, clearance de debris celulares, processamento de
imunocomplexos, degradagédo de DNA, ativagdo do fator nuclear kB (NF-kB),
sinalizacdo de mondcitos, neutrofilos e receptores do tipo Toll ('),

Apds os estimulos de fatores ambientais, como radiagao ultra-violeta e
infecgbes, inicia-se a desregulagdo e ativagao do sistema imune. Devido a um
ambiente pré-inflamatério associado a fatores intrinsecos celulares, as células
dendriticas possuem uma maior capacidade de estimular as células T. Ocorre
frequentemente uma resposta inapropriada a auto-antigenos nucleares, aumento de
Interferon tipo | e consequente formagao de imunocomplexos (resposta autoimune
humoral), os quais tém uma depuragéo reduzida. O clearance reduzido de células
apoptéticas também é uma importante fonte de antigenos em pacientes com LES. A
presenca dos anticorpos aumenta a opsonizacado, amplificando a resposta imune e
estimulo das células T ?®. O aumento da responsividade das células T a estimulos
externos é regulado por modificagdes epigenéticas, como a hipometilagdo do DNA, e
influencia na secreg¢ao de citocinas e ativagéo de outras células. As citocinas, como
IL-10, IL-21, IL-17 tém importadncia na perda da tolerancia imune e regulagéo de
linfocitos. A IL-2, cuja produgao esta reduzida em pacientes com LES, influencia no
menor numero de células T regulatérias no sangue periférico. As células B
representam papel fundamental no LES, através da producdo de anticorpos
autorreativos, internalizacdo de antigenos soluveis, apresentacido de antigenos as

2 Portanto, os individuos com

células T e perpetuacdo da resposta patogénica (
LES apresentam uma maior ativagao das respostas imunes inata, mediada pelos
receptores do tipo Toll e sinalizacdo de IFN tipo I, e adaptativa, mediada pela
sinalizagdo das células B e T (9.

Assim, muitos estudos avangcaram na pesquisa de genes de susceptibilidade

para LES, suas funcdes e atuagdes em vias patogénicas (Figura 03) 4 19,
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Figura 03 — Genes de susceptibilidade para LES e suas atuagbes nas vias
patogénicas
Fonte: Ghodke-Puranik Y, Niewold TB. Immunogenetics of systemic lupus erythematosus: A
comprehensive review. J Autoimmun. 2015; 64: 125-36 (18

Silva et al. Classificaram os genes de suscpetibilidade de acordo com sua
funcdo em quatro grupos: os que estdo associados a funcédo de células B e T, ao
reparo de DNA, a produgdo de Interferon e mecanismos regulatorios, como
demonstrado no Quadro 01 ). Diversos genes atuam na regulacdo, sobrevida,
proliferacéo, diferenciacao e sinalizacao celulares, alterando e regulando fungdes de
células B e T. Alguns deles foram associados a manifestagcdes clinicas e

imunoldgicas da doenca ®.

Quadro 01: Classificagdo de genes de risco para LES segundo seu papel

fisiopatogénico

Fungao GENES

Regulacédo de células Be T | IL-10, PDCD1, PTPN22, PRL, FYB, TNFSF4, RASGRP3, BANK
1, VDR, CTLA-4, HLA

Reparo do DNA STK17A, XRCC 1, 3 e 4, TREX-1

Producéo de Interferon IRF 5, 7e 8, STAT 4, IFIH1, TYK2, TLR 7,8 e 9, OPN

Regulagao de outros TNFAIP3, BLK, ETS1, IKZF1

genes
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Abreviagoes: /L-10 (Interleukin-10), PDCD1 (Programmed cell death 1), PTPN22 (Protein tyrosine
phosphatase non-receptor type 22), PRL (Prolactina), FYB (Fyn binding protein), TNFSF4 (Tumor
necrosis factor ligand superfamily, member 4), RASGRP3 (Ras guanyl nucleotide releasing proteins
3), BANK 1 (B-cell scafforld protein with ankyrin repeats 1), VDR (Vitamin D Receptor), CTLA-4
(Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4); STK77A (serine/threonine kinase), XRCC 1, 3 e 4
(genes x-ray repair cross-complementing); TREX-1 (Three Prime Repair Exonuclease 1), IRF 5, 7 e 8
(Interferon Regulator Factor); STAT 4 (Signal Transducer and Activator of Transcription 4 Protein);
IFIH1 (Interferon-induced Helicase C domain); TYK2 (Tyrosine Kinase 2); TLR 7, 8 e 9 (Toll-like
Receptor); OPN (Osteopontin); TNFAIP3 (Tumor Necrosis Factor Alpha Inducible Protein 3), BLK (B
Lymphocyte Kinase), ETS1 (Protein C-ets-1), IKZF1 (lkaros Family Zinc Finger 1)

Fonte: Ghodke-Puranik Y, Niewold TB. Immunogenetics of systemic lupus erythematosus: A
comprehensive review. J Autoimmun. 2015; 64: 125-36 19 Silva JA, Addobbati C, Sandrin-Garcia
P, Crovella S. Systemic Lupus Erythematosus: Old and New Susceptibility Genes versus Clinical
Manifestations. Curr Genomics. 2014; 15(1): 52-65 %

O reparo do DNA é importante para garantir o equilibrio do sistema
imunologico, diante de fatores externos. Fatores ambientais, como radiacao ultra-
violeta (UV), podem gerar danos oxidativos e fragmentacdes das cadeias duplas de
DNA, as quais podem induzir resposta imunologica contra autoantigenos. A
presengca de polimorfismos genéticos que levem a defeitos dos mecanismos de
reparo dificulta o clearance dessas substancias imunogénicas, aumentando a
apoptose celular e desencadeando a resposta autoimune. Os genes relacionados a
reparo do DNA sao ativados por estimulos externos, como radiagao UV e/ou drogas
e podem, por exemplo, estar envolvidos no desenvolvimento da carcinogénese (25),

Vérios estudos tém destacado o papel do interferon na fisiopatogénese e
susceptibilidade ao LES "® . O IFN-y media a resposta Th1, sustenta ativagdo de
células T e sobrevivéncia de células B. O IFN-a pode ser sintetizado por varias
células em resposta a infeccdes, porém as mais importantes sao as células
dendriticas plasmocitdides, estando mais relacionado a resposta imune inata.
Também foi observado maior concentracido de IFN e células plasmocitdides em
lesdes de pele de pacientes com LES. O aumento da atividade do IFN-a em
pacientes e familiares com LES sao fatores de risco hereditarios, e varios genes de
susceptibilidade a LES estdo implicados no aumento dos niveis séricos dessa

molécula (% 28)

. Relatos de casos mostram que individuos previamente sadios
tratados com IFN-a podem desenvolver LES, com melhora apds suspensdo da
medicagao %

Outros genes, responsaveis por regular a transcrigdo de regides proximas,
possuem fungao regulatéria e atuam nas vias patogénicas citadas acima (regulagao

das células B e T, reparo do DNA e produgao de Interferon) (1%-2%29),



24

3.4 Genes e polimorfismos associados a LES

Inumeros genes foram identificados, principalmente nas ultimas décadas,
através dos GWAS, a abordagem mais poderosa na detecgdo de genes de
susceptibilidade para LES. As regides detectadas pelo GWAS ao longo do genoma
sdo os Polimorfismos de Nucleotideos Unicos (SNPs), também denominadas
Variantes de Nucleotideos Unicas (SNVs). Os GWAS sao capazes de analisar mais
de 100.000 SNPs ao mesmo tempo.

O principal fator de risco genético para LES é o HLA, que se localiza na
regiao Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC). Sua caracterizagdo como
fator de susceptibilidade a LES foi estabelecida e confirmada em populagbes da
Europa. Outros genes também foram analisados em caucasianos e se destacaram
como uns dos principais fatores de risco: o IRF5, STAT4, BLK e ITGAM &9,
Posteriormente, GWAS realizados em individuos de ancestralidade amerindia
(Estados Unidos da América e paises da América — Peru, Chile, Argentina, México)
e asiatica confirmaram a relagdo entre muitos desses genes ja associados a LES
nas populagbes européias. O primeiro GWAS em latino-americanos e norte-
americanos (n=3710) foi publicado em 2016 e demonstrou que a principal
associagao genética com LES e com maior Odds Ratio (OR) foi a regido do IRF5-
TNPOS3, seguido do HLA classe Il nos loci DQA2-DQB1 e HLA-DR2. Qutros loci ja
conhecidamente associados a LES foram ITGAM, STAT4, TNIPI, NCF2 e IRAK1. No
referido estudo, também foi identificado um novo locus em 10g24.33. Os autores
destacaram, entretanto, a importancia do /RF5 para os amerindios e do HLA para os
europeus, o0 que € atribuido a uma maior frequéncia dos alelos de risco nesses
genes, nas respectivas populagdes. A maioria dos outros loci € composta por
variantes comuns, encontradas em diversas ancestralidades ©%. Outro GWAS
publicado mais recentemente avaliou uma populagdo norte-americana (n=1166),
com descendéncia européia, e seus achados concordaram com os de populagdes
caucasianas e asiaticas e confirmaram loci de risco para LES como a regido do
MHC, STAT4 e BLK, de forma sequencial, mas também regides como IRF5/TNPO3,
ITGAM, OLIG3/TNFAIP3, IL10, SNRPC/UHRF1BP1, IRF8, WDFY4 e
CREBL2/CDKN1B. Numa segunda fase, com uma populagdo de mais de 10.000
individuos, esse estudo também identificou e confirmou a participagcdo de regides

nao antes identificadas, como a regidao 12912, uma regido intergénica, porém de
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grande importancia imunoldgica ®"). Esta regido esta préxima do gene codificavel
PRICKLE1 e abriga o gene IRAK4, os quais participam na regulagdo da via de
sinalizagdo da WNT/beta-catenina, NFkB e do receptor de células T. O IRAK4
influencia a resposta de células Th17, células B autorreativas e dendriticas
plasmocitdides. Regides nao-codificaveis estdo emergindo como importantes fatores
de regulacdo para a expressao de genes vizinhos de forma celular ou tecidual-
especifica, através de uma modulagdo epigenética .

Apesar da maioria dos estudos de susceptibilidade genética ter sido realizada
em populagdes de descendéncia européia, alguns autores avaliaram individuos
afrodescendentes americanos e confirmaram a participacdo de varios desses genes
como BLK, CTLA4, BANK1, ITGAM e STAT4 ©?_ Goulielmos et al. descreveram que
as variantes genéticas, como as relacionadas aos fatores reguladores de inteferon
(IRFs), implicadas na via dos receptores do tipo Toll foram mais proeminentes em
pessoas com ancestralidade africana (.

Uma metanalise de 3 GWAS em individuos chineses e europeus e um estudo
de replicagao, com mais de 35.000 participantes, revelou 11 novos loci candidatos a
associacdo com LES, os quais tiveram alteragcbes nos testes de expressao
quantitativa e modificacbes epigenéticas em torno dessas regides. Entretanto, esse
estudo pds em evidéncia que a maioria dos polimorfismos genéticos é compartilhada

por ambas as populacdes “°.

3.4.1 HLA (Antigeno Leucocitario Humano)

Os genes do HLA encontram-se na regiao do MHC e codificam proteinas
importantes para a fungcéo do sistema imune, como moléculas de superficie celular e
apresentadoras de antigenos. Possuem como caracteristica um altissimo
polimorfismo genético que influencia a determinacédo da especificidade da resposta
imune a todos os antigenos protéicos. Eles sdo avaliados como um dos mais fortes
fatores de risco genéticos associados a varias doengas autoimunes, inclusive o LES.
O HLA é subdividido em 3 regides: Classe | (A, B e C), Classe Il (DR, DP e DQ) e
Classe lll. Duas das associagdes clinicas mais relevantes do HLA sao entre o HLA-
B27 e Espondilite Anquilosante e entre o HLA-DRB1 e AR. No LES, as associagbes
mais classicas do HLA compreendem os haplétipos estendidos conhecidos como
DR2 e DR3, os quais correspondem aos alelos de 4 digitos DRB1, DQA1 e DQB1
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(9 Desses, os alelos DRB1 sd0 os mais associados a LES, como o DRB1*0301 e
DRB1*0501. A regido do HLA possui diversos SNPs associados a LES, confinados a
regidao da classe Il, como o rs2187668, rs9271100, rs3997854, rs3997854,
rs92755772, dentre outros. Essa relacao é altamente dependente e influenciada pela

ancestralidade do individuo, conforme sugerido por diversos estudos ©: 7+3%33),

3.4.2 IRF5 (Fator 5 Regulador de Interferon)

O gene IRF5 tem sido associado a LES de forma estatisticamente significativa

©. 30 Como o nome

em todas as populacdes, especialmente a latino-americana
sugere, o IRF5 codifica o fator 5 regulador de interferon, responsavel pela regulagao
da expressao de Interferon e de outras citocinas pro-inflamatérias, em varios tipos
celulares. O locus IRF5 - TNPOS3 esta associado a variantes funcionais que podem
se combinar e gerar haplétipos e polimorfismos de risco para LES (rs2004640,
rs10954213 e rs10488631) @ A transcricao do IRF5 ocorre mediante ativagdo dos
receptores de reconhecimento padrdo (receptores do tipo Toll 7 e 9) e da via do

(6.7.16.3436) 'O |RF5 e outros reguladores de interferon, como o IRF7 e

interferon
IRF8, estdo associados a um risco aumentado para LES e niveis séricos
aumentados de IFN Tipo | (Figura 04) ®”. O |RF5 também foi relacionado a

presenca de autoanticorpos (anti-DNA, anti-Ro e anti-La) ®

®
IFN Tipo |

STAT1USTAT2

IRAK1 IRF9
JTRIHF!.'I \
IRFTARFS Genes induzidos pdr IFN
%‘Fes do IFN Tipo |
e
]
(%

Figura 04: Participacédo dos IRFs e STATs na regulagao de Interferon

Os IRFs e STATSs participam na regulacao da transcrigdo de IFN e genes induzidos por IFN, mediante
ativagao dos receptores de reconhecimento padrao (receptores do tipo Toll 7 e 9) e dos receptores de
IFN tipo I, respectivamente
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Abreviagoes: IFN: Interferon; IRF: Fator regulador de IFN; STAT: Transdutor e Ativador de Sinal de
Transcrigdo; TLR: Receptores do tipo Toll (reconhecimento padrao); IRAK1: Cinase 1 associada a
receptor de Interleucina 1; TRAFG6: Fator associado a receptor de Fator de Necrose Tumoral; MyD88:
Fator 88 de diferenciagdo mieldide; IFNAR1: Receptor 1 de interferon-a/fB/w.

Fonte: Tang Y, Luo X, Cui H, Ni X, Yuan M, Guo Y, et al. MicroRNA-146A contributes to abnormal
activation of the type | interferon pathway in human lupus by targeting the key signaling proteins.
Arthritis Rheum. 2009; 60(4):1065-75%7.

3.4.3 STAT4 (Transdutor e Ativador de Sinal de Transcrigao 4)

O STATH4 foi primeiramente identificado em estudos de pacientes com Artrite
Reumatéide (AR) e LES e subsequentemente foi replicado em diversas populagdes
e GWAS. Um estudo recente em individuos mexicanos (n=869) testou e confirmou
sua associagdo com LES e AR ©®),

O STAT4 é um fator de transcricdo que se localiza no citoplasma celular,
onde € ativado e enviado ao nucleo para regular a expressdo de proteinas
associadas a resposta imunoldgica de células T ©®®). As interleucinas IL-12, IL-23 e
IFN-a tém o potencial de induzir a fosforilacéo e ativacdo do STAT4 '® aumentando
por sua vez a regulagdo de STAT1 e STAT4, em mondécitos derivados de
macrofagos. As variantes do STAT4, assim como outras proteinas da familia STAT,
sdo associadas a LES através da via do interferon, o que leva a transcricdo de
genes induzidos por IFN, ativagdo de células inflamatérias e aumento da produgao
do IFN-y (tipo II), relacionado a resposta Th1. A figura 04 exemplifica a agdo do
STAT 1 e 2, que apods inducao dos receptores de IFN tipo |, associam-se ao IRF9 e
levam a ativacao da transcri¢do de genes da via do IFN.

O STAT4 foi associado variavelmente a presenca de anticorpos anti-DNA,

doenca renal e LES grave © 739,

3.4.3 BLK (Quinase Linfoide B)

BLK é uma proteina tirosina-quinase, da familia Scr, cuja expresséao é restrita
a linhagem de células B. O polimorfismo rs13277113 mapeia o intervalo entre dois
genes transcritos em direcées opostas o BLK e o C8orf13, este ultimo um gene
ubiquamente expresso de fungao desconhecida. Esse polimorfirmo e suas variantes
alteram significativamente a expressdo do mRNA de BLK e C8orf13, aumentando o
risco de desenvolvimento de LES (). Postula-se que os niveis alterados da proteina

BLK possam influenciar os mecanismos de tolerancia dos linfécitos B e
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possivelmente células T imaturas, células T produtoras de IL-17 e células dendriticas

plasmocitoides, levando a uma predisposicdo a autoimunidade sistémica “°),

3.4.5 Genes associados a subfenétipos do LES

Devido a grande heterogeneidade do quadro clinico dos pacientes com LES,
varios autores buscaram identificar se genes de susceptibilidade a LES também
poderiam influenciar os tipos de manifestacbes especificas da doenga como, nefrite
lupica, lupus discdéide, artrite, anticorpos anti-DNA etc. Nesses estudos, diversas
associacoes entre genes e manifestacdes clinicas foram encontradas, por exemplo:
STAT4 e nefrite lupica, LES grave, anti-DNA © 7394142 1) A e anti-Ro e anti-La
IRF5 e nefrite lUpica, lesdes cutaneas, anti-DNA, anti-Ro, anti-La “"; BLK e nefrite

5

lupica ®\. Entretanto, essas associacdes ainda sdo controversas devido a baixa

replicabilidade dos resultados entre as diversas populagdes.
3.4 Artropatia de Jaccoud

A AJ é uma artropatia deformante n&o-erosiva que foi inicialmente descrita
por Jaccoud em pacientes com febre reumatica (FR) com episddios recorrentes de
artrite, em 1869. Posteriormente, foi relatada em pacientes com LES, sua principal
associacao atualmente. Também foi descrita, em menor frequéncia, em outras
doencas do tecido conjuntivo, como sindrome de Sjogren, esclerose sistémica,
dermatomiosite, artrite psoriasica, vasculite primaria, espondilite anquilosante,
doenca de depdsito de pirofosfato, além de outras doencas nao associadas ao
tecido conjuntivo como neoplasia, doenca inflamatéria intestinal, doencas
pulmonares cronicas e infecgdo pelo HIV (virus da imunodeficiéncia humana) (9. A
AJ possui uma aparéncia semelhante aquela de um paciente com AR, associada a
deformidades reversiveis (temporariamente revertida apdés movimentagao passiva).
As alteracbes ocorrem principalmente em méos, pés e joelhos, sendo caracteristico
o desvio ulnar dos dedos, quirodactilo em pescogo de cisne, polegar em Z,
isoladamente ou em combinagao, em graus variaveis de comprometimento (Figura
05) 43,



29

Figura 05 - Artropatia de Jaccoud, forma mutilante
Fonte: Santiago MB, Machicado V, Ribeiro DS. "Mutilans-type" Jaccoud Arthropathy.
J Rheumatol. 2015; 42(4): 725-6“%.

Os mecanismos etiopatogénicos da AJ n&o sao conhecidos. Postula-se que a
inflamacao articular persistente e lesao dos tecidos periarticulares possam ser
responsaveis por determinar frouxidao da capsula articular e dos ligamentos. Alguns
estudos tentaram avaliar a participagao de diversas moléculas, tais como anticorpos
anti-DNA, antifosfolipides, fator reumatdide, anti-colageno tipo Il, hormbnio da
paratiredide e interleucina-6, porém os resultados nao sdo totalmente conclusivos “+
") Ha controvérsia na literatura se a AJ tem relagdo direta com um maior tempo de
LES @799 A variavel “tempo de doenca” por si sé também nao parece justificar o
desenvolvimento da AJ, pois isso, em teoria, significaria a sua presenga em todos os
pacientes com LES de longa ou curta duragéo, o que nao é verdade (50),

Independente do seu mecanismo fisiopatolégico, uma questao intrigante na
AJ é porque apenas a minoria dos pacientes com LES desenvolve AJ (5%). Um
aspecto pouco explorado da doenga até o momento € sua eventual predisposi¢cao
genética. Apenas um estudo com 340 pacientes com LES, procedentes do Japéao,
dos quais 9 tinham AJ, demonstrou a presenca de HLA classe | (A 11 e B 61) em

12)

55% dos pacientes com AJ (12 Nao encontramos outros estudos na literatura

avaliando uma possivel susceptibilidade genética de pacientes com AJ.
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3.5 Justificativa do estudo

Ha fortes evidéncias na literatura que respaldam a susceptibilidade genética
para o desenvolvimento de LES. A atuacdo dos polimorfismos rs9271100 no gene
HLA, rs10488631 no gene IRF5, rs7574865 no gene STAT4 e rs13277113 no gene
BLK ocorre em diferentes pontos da fisiopatogénese do LES e essa associagao é
estabelecida através de estudos internacionais prévios. Porém, esses genes nao
foram estudados em pacientes portadores de LES, em populacbes brasileiras, nem
em portadores de AJ. Neste estudo, avaliar-se-a se esses polimorfismos aumentam
a chance de desenvolvimento de LES e/ou AJ, numa populagdo da Bahia, Brasil.
Aproveitando o numero de pacientes com AJ dessa coorte, esse estudo € um dos
pioneiros a avaliar susceptibilidade genética nessa populagdo. Os resultados obtidos
podem contribuir para uma melhor compreensao da etiopatogenia do LES e da AJ,
possibilitando novas abordagens diagndsticas, preventivas e/ou terapias futuras

mais especificas e individualizadas, considerando o perfil genético do paciente.



31

4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo de caso-controle que compara a frequéncia de
polimorfismos genéticos em duas populagbes - portadores de LES e individuos
saudaveis. As prevaléncias desses polimorfismos também foram comparadas nos

subgrupos dos pacientes portadores de LES - com ou sem AJ.

4.2 Selegao da populagao

4.2.1 Critérios de inclusao: foram selecionados pacientes com diagnostico de LES,
baseado nos critérios do ACR, revisados em 1997 '®, com idade acima de 18 anos.
A definicdo dos pacientes com AJ foi baseada nos critérios propostos por

Santiago®".

4.2.2 Critérios de exclusao: foram excluidos pacientes com sobreposicao de outras

doencgas autoimunes do tecido conectivo.

A populacado-alvo é representada pelos pacientes portadores de Lupus
Eritematoso Sistémico, associado ou nao a Artropatia de Jaccoud. Porém, a
populacao acessivel foi composta pelos pacientes com diagndstico de LES, com ou
sem AJ, atendidos em dois servicos docente-assistenciais, especializados, do
Sistema Unico de Saude, em Salvador, Bahia - os ambulatérios de Reumatologia da
Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica (EBMSP) e do Hospital Universitario
Professor Edgar Santos (HUPES)/Universidade Federal da Bahia (UFBA). Foram
selecionados 242 pacientes elegiveis.

Os pacientes eram convidados a participar do estudo quando compareciam
ao ambulatorio para realizar suas consultas, durante um periodo de 6 meses, com
intervalo de avaliacbes semanais. Todos os participantes consentiram em participar
do estudo apds esclarecimento, leitura e assinatura do termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE) (ANEXO A). Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa (CEP) da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica (EBMSP) através
do numero 1.947.354 (ANEXO B).
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Para compor o grupo controle, foram selecionados individuos sem LES. O
numero total de controles foi 4 vezes maior que a quantidade de casos (proporgao
de 4:1). Eles foram ajustados pelo sexo em relagdo ao grupo caso. Os controles
foram selecionados através da parceria com outro projeto, em curso, Social
Changes, Asthma and Allergy in Latin America (SCAALA), que é uma coorte de
individuos, provenientes de Salvador - Bahia, acompanhados por comorbidades
como obesidade, transtornos mentais, asma e/ou alergias. Esse projeto tem
informagdes de genotipagem de milhares de SNPs, em seu banco de dados. Os
primeiros inquéritos foram aplicados em 2005, quando os individuos eram criangas
ou adolescentes. Atualmente, o SCAALA compde a iniciativa EPIGEN-Brasil e tem
aprovacao do CEP da Universidade Federal da Bahia UFBA (registro 003-05/CEP-
ISC) e Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa CONEP (nimero do registro
15.895/2011) - ANEXO C.

4.3 Coleta de dados clinicos e laboratoriais

Os dados socio-demograficos, as manifestagdes clinicas da doenga, assim
como os critérios classificatérios de LES dos pacientes foram coletados em sua
maioria através de revisao de dados de prontuario. Entretanto, a maior parte das
informacdes da populacao de AJ pbéde ser coletada em tempo real, através de
avaliagao clinica presencial. O histérico dos exames laboratoriais foi analisado,
como autoanticorpos, hemograma, funcéo renal, sumario de urina e proteinuria de
24 horas.

4.4 Avaliagao dos polimorfismos

O DNA genbdmico foi extraido de células mononucleares do sangue periférico
usando 5 mL de sangue total através do kit Qiagen DNA Blood Mini (Valencia - CA).
Foram genotipados o0s seguintes polimorfismos: rs9271100 do gene HLA,
rs10488631 do gene IRF5, rs7574865 do gene STAT4 e rs13277113 do gene BLK.
Os gendtipos foram determinados por técnica de PCR em tempo real através da
utilizagcado da “Taqg Man SNP genotyping Assay” da Applied Biosystem (Foster City,
CA), contendo sondas especificas para os alelos selvagem e mutante, e “Taq Man

SNP genotyping Master Mix”, seguindo-se as instru¢cdes do fabricante. A técnica de
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PCR em tempo real é baseada no uso de uma sonda fluorescente, com sequéncias
especificas para cada alelo, onde cada sonda é marcada com um fluoréforo
diferente (FAM ou VIC). Nesse sistema, a sonda se hibridiza na regido
complementar do DNA alvo que esta localizada entre os sitios de ligagdo dos
primers. Apoés a termociclagem, como num PCR convencional, é feita a
discriminagdo alélica, onde quantifica-se a intensidade de emissdo de cada
fluoréforo, a partir da hibridizacdo das sondas especificas para cada alelo. Se ambas
as sondas emitirem fluorescéncia, significa que ambos os alelos (mutante e
selvagem) estdo presentes naquela amostra e teremos, entdo, um gendétipo
heterozigoto. Foram utilizados controles em branco e negativos para todas as
reacdoes realizadas (Figura 06). As reacbes foram realizadas no Laboratério
Avancado de Saude Publica (LASP), da Fiocruz, em Salvador, Bahia, Brasil.

A genotipagem da populagao controle foi realizada através da lllumina Human
Omni 2.5-8v1 Kit Bead Chip (lllumina, San Diego, CA), um painel comercial com
2.284.818 SNPs, do qual foram extraidas as informag¢des dos genes HLA, IRFS,
STAT4 e BLK %29,
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Figura 06 - Curvas dos fluoréforos (FAM/VIC) especificos para cada alelo:

discriminagio dos alelos mutante e selvagem

1 A. Controle em branco; 1 B. Gendtipo homozigoto marcado com o fluoréforo FAM; 1 C. Gendtipo
homozigoto marcado com o fluoréforo VIC; 1 D. Gendtipo heterozigoto marcado com FAM/VIC.
Fonte: Imagens da maquina de PCR em tempo real através da utilizacdo de “TagManSNP genotyping

Assay” da Applied Biosystem (Foster City, CA)
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5 ESTATISTICAS
5.1 Hipéteses

A hipotese inicial do presente estudo € que os polimorfismos genéticos
rs9271100 do HLA, rs10488631 do IRF5, rs7574865 do STAT4 e rs13277113 do
BLK estéo associados com o desenvolvimento de LES e/ou AJ.

As hipéteses estatisticas, nula e alternativa, sao, respectivamente:

° HO — As frequéncias dos polimorfismos genéticos em portadores de
LES e AJ sdo semelhantes aos controles negativos (individuos sem LES ou sem AJ)
o H1: As frequéncias dos polimorfismos genéticos em portadores de LES

e AJ séo diferentes dos controles negativos (individuos sem LES ou sem AJ)
5.2 Variaveis

As variaveis preditoras foram as frequéncias alélicas e genotipicas dos
polimorfismos analisados. As variaveis de desfecho foram as doencgas (LES e/ou AJ)
e as manifestacbes clinicas e laboratoriais do LES. Outras variaveis
secundariamente analisadas foram relacionadas aos dados demograficos (sexo,
idade, cor) dos pacientes com LES. Essas variaveis foram analisadas, quando
possivel, em analise multivariada por regressao logistica para minimizar o viés de

confuséao.
5.3 Tamanho amostral

Os softwares para calculo amostral em genética ndao sao desenhados para
serem aplicados em estudos que envolvem doencgas raras, como é o caso de LES e
AJ. Portanto, o calculo do N amostral realizado pelos softwares convencionais nao
pdde ser aplicado com seguranga na analise deste estudo. Mesmo assim, foi
realizada uma estimativa do poder do estudo pds-analise, que resultou em
aproximadamente 73%, para o calculo de pacientes com LES. Esse calculo foi

(54

realizado através da Calculadora Genetic Power Y. A subpopulacdo de AJ foi

obtida por amostra de conveniéncia.
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5.4 Analises estatisticas

Foi utilizado o programa Statistical Package for the Social Science (SPSS
Chicago — IL, versdo 21) para a avaliagdo descritiva e comparativa dos dados
demograficas, clinicos e laboratoriais dos pacientes com LES. Suas frequéncias
foram expressas em propor¢gdes ou médias + desvio padrao (DP). Os testes para
comparacgao desses dados foram os testes T de Student e o qui-quadrado.

As frequéncias alélicas e genotipicas dos pacientes e controles foram
calculadas, utilizando-se o programa Plink (Purcell, S; Nova York- NY, versao 1.9,
2017). As avaliagcbes sobre existéncia de associagdo entre as frequéncias
alélicas/genctipicas e os desfechos (LES, AJ, manifestagdes clinicas e laboratoriais
do LES) foram realizadas por meio dos calculos de Odds Ratio, teste T de Student,
Qui-quadrado e Teste de Armitage, através do programa Plink ou pelo software
Stata 14. Foram utilizados os modelos de heranca genética aditivo e alélico. A
analise multivariada por regressao logistica dos gendtipos e alelos estudados foi
realizada para confirmagao dos resultados, com ajuste de sexo e cor. Na populagéo
com AJ foi possivel ainda incluir o ajuste por idade. Um valor de p menor ou igual a
0,05 e um intervalo de confianga de 95% foram considerados como estatisticamente

significantes.
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6 RESULTADOS
6.1 Selegao de pacientes

Um total de 242 pacientes elegiveis portadores de LES aceitou participar do
estudo. Desses, 62 foram excluidos devido a baixa concentragdo de DNA extraido.
Outros 36 pacientes nao completaram o estudo por quantidade insuficiente de
reagentes para a realizagado da genotipagem de todos os SNPs do projeto. Um total
de 144 amostras de individuos com LES e 614 individuos-controle foram

genotipados, totalizando uma amostra final de 758 individuos (Figura 07).

242 PACIENTES
ELEGIVEIS
62 PACIENTES COM

DNA INSUFICIENTE °| 36 PACIENTES COM
REAGENTE
INSUFICIENTE

144 INDIVIDUDS 614
COM LES INDIVIDUIOS
SEM LES

Figura 07 - Fluxograma dos individuos selecionados
Abreviagao: LES: Lupus Eritematoso Sistémico

6.2 Resultados descritivos e comparativos em pacientes com LES e sem LES

Os pacientes com LES e os individuos do grupo controle (sem LES) foram
majoritariamente do sexo feminino (98%). As médias de idade para os pacientes
com LES e individuos do grupo controle foram, respectivamente, 45 e 15 anos. Em
ambos o0s grupos, aproximadamente 50% dos individuos apresentou a cor
(caracteristica fenotipica) parda. Entretanto, no grupo controle houve uma
prevaléncia significativamente maior de pretos e menor de brancos (Tabela 01). As

definicbes de cor da populacéo caso (com LES) foi referida pelo médico observador
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e, na populagao controle, foi autoreferida, porém ambos seguiram as defini¢ées do
IBGE.

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas dos pacientes portadores de LES e
individuos sem LES

LES Controles Valor de P
N (%) N (%)
Amostra 144 614
Sexo Feminino 141 (98%) 602 (98%) 1,0
Média Idade (anos) 45+ 10 152 0,01
Caracteristica
fenotipica (Cor)
Pretos 25/113 (22%) 190/412 (46%) 0,01
Pardos 63/113 (56%) 190/412 (46%)
Brancos 25/113 (22%) 32/412 (7%)

Abreviagdes: LES: Lupus Eritematoso Sistémico; Controles: individuos sem Lupus Eritematoso

Sistémico

A partir dos resultados de genotipagem, as frequéncias genotipicas e alélicas
dos pacientes com LES foram obtidas, conforme apresentado nas tabelas 02 e 03.
As frequéncias dos alelos de menor frequéncia dos polimorfismos analisados nos
gene STAT4 e IRF5 (alelo T referente ao polimorfismo rs7574865 no gene STAT4 e
o alelo C do polimorfismo rs10488631 no gene IRF5) foram 0,2263 e 0,0688,
respectivamente, na populacao total, no presente estudo. Nos pacientes com LES,
as frequéncias desses alelos foram, respectivamente, 30,6% e 10,2%, resultando
em valores significativamente maiores nesta populagdo, quando comparadas ao

grupo controle (Tabela 02).
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Tabela 02 - Frequéncia alélica de polimorfismos nos genes STAT4, HLA, IRF5 e
BLK e analise multivariada ajustada por sexo, nos pacientes portadores de LES

GENE CRH ALELO LES+ LES- MAF OR  IC95% P
(SNP) N N
(%) (%)

STAT4 2 T 88 255 02263 167 1,25-2,22 0,0003
(rs7574865) (30.6) (20.8)

© 200 973
(69.4) (79.2)

HLA 6 T 77 277 02344 13 096-1,75 0,089
(rs9271100) (27.3) (22.6)
C 205 951
(72.7) (77.4)

IRF5 7 C 26 76 00688 1,72 1,07-271 0,020
(rs10488631) (102)  (6.2)
T 228 1152
(89.8) (93.8)

BLK 8 A 69 247 02093 1,27 094-1,71 0,105
(rs13277113) (24.5) (20.1)

G 213 981
(75.5) (79.9)

Abreviagdes: SNP: Polimorfismo de Nucleotideo Unico; CRH: Cromossomo; LES+: Frequéncia
alélica em pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico, LES-: Frequéncia alélica nos individuos sem
Lapus eritematoso sistémico; MAF: Frequéncia alélica do alelo menos comum; OR: Odds Ratio
analise univariada; IC95% Intervalo de Confianca de 95%; P: Valor de P

Os caélculos segundo heranga do modelo aditivo confirmaram os resultados do
modelo alélico. Para o STAT4, os gendtipos T/T e G/T tiveram uma frequéncia de
11% e 39%, respectivamente. Em relagao ao polimorfismo rs10488631 em /IRF5, os
gendtipos C/C e C/T apresentaram uma frequéncia de 1% e 19%, respectivamente.
Esses gendtipos foram mais frequentes na populacdo com LES (Tabela 03). Os
resultados foram entdo ajustados em analise multivariada para sexo e cor. Apos
analise multivariada, o polimorfismo do STAT4 manteve significancia estatistica e o
IRF5 deixou de apresentar significancia estatistica, em nossa populagdo. Os SNPs
analisados nos genes HLA e BLK nao apresentaram associagdo com o0

desenvolvimento de LES na nossa populagao.
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Tabela 03 - Frequéncia genotipica de polimorfismos nos genes STAT4, HLA, IRF5 e
BLK e andlise multivariada ajustada por sexo e cor, nos pacientes portadores de
LES

GENE GENO  LES+ LES- OR% P% ORJ PJ
(SNP) N(%) N(%)  (IC95%%) (IC95%])
STAT4 TT  16(11,1)  25(4,1) 1,67 0,0004 1,99 5.96x10°
(rs7574865) GT  56(38,9) 205(33,4) (1,25- (1,42 - 5
GG 72(50) 384(62,5)  2,22) 2,7)
HLA T 7(5) 33(5,4) 1,3 0,087 1,41 0,051
(rs9271100) CT  63(45) 211(34,4) (0,96 — (0,99 -
CC  71(50,3) 370(60,2)  1,75) 2,0)
IRF5 cc 1(1) 4(1) 1,71 0,022 1,17 0,059
(rs10488631) CT  24(18,8) 68(11)  (1,07- (0,97 —
TT  102(80,2) 542(88)  2,71) 3,0)
BLK AA  12(8,5)  27(4,4) 1,27 0,113 1,27 0,16
(rs13277113) AG  45(31,9) 193(31,4) (0,94 - (0,90 —
GG  84(59,6) 394(642) 1,71) 1,7)

Abreviagées: SNP: Polimorfismo de Nucleotideo Unico; GENO: Genétipo; LES: Frequéncia
genotipica em Lupus Eritematoso Sistémico, LES-: Frequéncia genotipica nos controles negativos
(sem LES); OR# (IC95%#%): Odds Ratio e Intervalo de confianga, calculados pelo modelo de heranca
aditivo, analise univariada; P#: Valor de P andlise univariada; OR] (IC95%)]): Odds Ratio e 1C95%
calculados por analise multivariada, ajustado por sexo e cor; PJ: Valor de P analise multivariada.

6.3 Associagdao dos polimorfismos de risco e manifestagées clinicas e
laboratoriais do LES

As frequéncias dos gendtipos de menor frequéncia, ou seja, de risco, dos
polimorfismos de STAT4, HLA, IRF5 e BLK foram calculadas e comparadas entre os
pacientes, segundo as manifestagdes clinicas do LES e presencga de autoanticorpos.

Porém, nao foi observada nenhuma associacgao entre eles (Tabela 04).
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Tabela 04 — Frequéncia dos gendtipos de menor frequéncia em polimorfismos nos
genes STAT4, HLA, IRF5 e BLK, 41requén as manifestagdes clinicas e laboratoriais,
nos pacientes portadores de LES

Manifestagoes TITeTIC CiCeCIT AlA e AIG TITe GIT
clinicas e rs9271100 rs10488631 rs13277113 rs7574865
laboratoriais HLA IRF5 BLK STAT 4
Rash Malar 36/68 (0,28)* 12/64 (0,56) 30/70(0,68) 35/70 (0,81)
Lesbes discoides 18/29 (0,38)  5/27 (1,00)  8/28 (0,36)  12/30 (0,31)
Fotossensibilidade 52/98 (0,52) 19/89 (0,81)  40/98 (0,77) 51/100 (0,72)
Ulceras orais 26/47 (0,53) 11/42(0,27)  33/47 (0,33)  22/47 (0,70)
Artrite 65/126 (0,56) 24/114 (0,59) 54/127 (0,23) 66/129 (0,73)
Serosite 19/31 (0,24)  7/29(0,22)  13/32(0,77)  17/32 (0,96)
Nefrite 30/55 (0,64) 12/50 (0,39) 25/55(0,21) 25/56 (0,46)

Disturbios neuropsiquiatricos  10/18 (0,41) 5/14 (0,06) 9/19 (0,82) 12/19 (0,33)

Alteragdes Hematol6gicas 41/89 (0,36)  18/83 (0,80) 38/91(0,94) 46/92 (0,94)
Anti-DNA 28/55(0,99) 12/51(0,33) 27/57 (0,23)  29/57 (0,84)
Anti-Sm 12/25(0,91)  6/21(0,23)  13/24 (0,20)  15/25 (0,23)
Anti-Ro 19/39 (0,88)  7/35(0,48)  17/40(0,97)  22/40 (0,42)

Frequéncia genotipica calculada segundo modelo de heranga aditivo.

Legenda: Frequéncia dos genotipos de menor 41requéncia / Numero de individuos avaliados
portadores do fendtipo (valor de p, apdés comparagéo entre pacientes com fendtipo versus pacientes
sem o fendtipo). Resultados obtidos apos teste do qui-quadrado ou *por Teste exato de Fisher.

6.4 Resultados descritivos e comparativos em pacientes com LES: com e sem
AJ

De uma forma geral, os pacientes com LES tinham uma média de idade de
45110 anos. A maioria era composta por mulheres (98%) e de cor parda (56%). A
média de tempo de diagndstico de LES era em torno de 12+5 anos. Pelo menos
metade dos casos apresentava, ou ja apresentou em algum momento da sua
evolucao, fotossensibilidade, rash malar, artrite e leucopenia. Nefrite e anticorpos
anti-DNA ocorreram em 43% e 49% dos pacientes, respectivamente.

Dentre os 144 pacientes com LES, havia 38 pacientes com AJ. Os perfis de
ambos os subgrupos populacionais foram descritos conforme a Tabela 05. Apds a
analise comparativa entre os subgrupos dos pacientes com LES com e sem AJ,

observou-se um maior tempo de doenca na populacdo com AJ. Serosite e
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manisfestagdes neuropsiquiatricas também foram mais prevalentes na populacao
com AJ (p<0,05). Os demais achados clinicos e laboratoriais foram semelhantes

entre os grupos .

Tabela 05 - Caracteristicas demogréficas, clinicas e laboratoriais dos
pacientes portadores de Lupus Eritematoso Sistémico, com ou sem
Artropatia de Jaccoud

LES sem AJ LES com AJ Valor de p
N/N total (%) N/N total (%)
Amostra (N total) 106 38
Média de Idade atual 44 £ 10 46 £ 10 0,40
(anos)
Sexo Feminino 104 (98) 37 (97) 0,80
Caracteristica
fenotipica(Cor) 0,79
Parda 41 (55) 19 (58)
Negra 18 (24) 6 (18)
Branca 16 (21) 8 (24)
Tempo de doenga (anos) 105 13+5 0,004
Rash malar* 48 (52) 22 (61) 0,33
Lupus discéide* 26 (28) 4 (11) 0,052 ¢
Fotossensibilidade* 72 (75) 28 (78) 0,68
Ulceras orais* 35 (37) 12 (35) 0,84
Artrite* 93 (96) 36 (100) 0,37
Serosite* 18 (19) 14 (38) 0,02
Nefrite* 38 (40) 18 (51) 0,26
Anemia hemolitica* 15 (16) 5(15) 0,89
Leucopenia* 50 (54) 20 (59) 0,61
Linfopenia* 42 (47) 15 (44) 0,79
Plaquetopenia* 6 (7) 2 (6) 0,871t
Alteragoes neuro- 10 (11) 9 (26) 0,03
psiquiatricas*
FAN* 97 (100) 36 (100) 0,18
Anti-Sm* 15 (25) 10 (29) 0,64
Anti-DNA* 36 (44) 21 (58) 0,16
Anti-Ro 23 (36) 17 (51) 0,14

* Definicbes dos critérios clinicos e laboratoriais classificatorios do ACR, 1997.
Abreviagdes: LES: Lupus eritematoso sistémico; FAN: Fator antinuclear; AJ: Artropatia de Jaccoud;
Valor de p (por teste do qui-quadrado ou *por Teste exato de Fisher).

As frequéncias alélicas e genotipicas em pacientes portadores de LES,
associado a AJ, foram obtidas (Tabelas 06 e 07), seguindo os modelos alélico e
aditivo, respectivamente. O alelo A do polimorfismo rs13277113 do gene BLK
apresentou freqiéncia de 34,7% e os genodtipos A/A e AIG 16,7% e 36,1%,
respectivamente, nesta populacdo. Eles foram mais frequentes nos pacientes com
LES associado a AJ, quando comparados aos pacientes com LES sem AJ, de forma

estatisticamente significante, em analise multivariada, ajustada pelo sexo e idade.
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Os demais SNPs analisados nao apresentaram associa¢gao com o desenvolvimento

de AJ na nossa populacao.

Tabela 6 - Frequéncia alélica de polimorfismos nos genes STAT4, HLA, IRF5 e BLK
e analise multivariada, ajustada por sexo e idade, nos pacientes com Artropatia de
Jaccoud

GENE CRH ALELO LES+AJ+ LES+AJ- MAF OR  IC95% P

(SNP) N (%) N (%)

STAT4 2 T 24 (316) 64(30.2) 02263 106 057-1,94 0,82
(rs7574865) G 52 (68.4) 148 (69.8)

HLA 6 T 24 (316) 53(25.7) 02344 128 0,68-2,37 0,32
(rs9271100) C 52 (68.4) 153 (74.3)

IRF5 7 c 5(10)  21(10.3) 0,0688 0,96 0727-283 0,59
(rs10488631) T 45(90) 183 (89.7)

BLK 8 A 25(34.7) 44(20.9) 0,2093 20 1,05-374 0,019

(rs13277113) G  47(65.3) 166 (79.1)

Abreviagées: SNP: Polimorfismo Nucleotideo Unico; CRH: Cromossomo; LES+AJ+: Frequéncia
alélica em pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico e Artropatia de Jaccoud, LES+AJ-:
Frequéncia alélica nos pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico sem Artropatia de Jaccoud; MAF:
Frequéncia alélica do alelo menos comum; OR: Odds Ratio ajustada por sexo e idade; 1C95%
Intervalo de Confianga de 95%; P: Valor de P (por teste do qui-quadrado).

Tabela 07 - Frequéncia genotipica de polimorfismos nos genes STAT4, HLA, IRF5 e
BLK e andlise multivariada, ajustada por sexo e idade, nos pacientes com Artropatia
de Jaccoud

GENE CRH GENO LES+AJ+ LES+AJ- OR IC95% P
(SNP) N (%) N (%)
STAT4 2 TT  6(158) 10(94) 1,12 064-195 0,67
(rs7574865) GT  12(31.6) 44 (41.5)
GG  20(52.6) 52(49.1)
HLA 6 T 3(79) 4(39) 153 080-291 0,19
(rs9271100) CT  18(47.4) 45(43.7)
CC  17(44.7) 54 (52.4)
IRF5 7 cc 1(4) 0(0) NA NA NA
(rs10488631) cT 3(12)  21(20.6)
TT  21(84) 81(79.4)
BLK 8 AA  6(167) 6(5.7) 1,90 1,07-337 0,02
(rs13277113) AG  13(36.1) 32(30.5)

GG 17 (47.2) 67 (63.8)

Abreviagées: SNP: Polimorfismo Nucleotideo Unico; CRH: Cromossomo; GENO: Genétipo;
LES+AJ+: Frequéncia genotipica em pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico e Artropatia de
Jaccoud, LES+AJ-: Frequéncia genotipica nos pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico sem
Artropatia de Jaccoud; OR: Odds Ratio calculada pelo modelo aditivo ajustado por sexo e idade;
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IC95% Intervalo de Confianga de 95%; P: Valor de P, NA: Nao-avaliado (calculo impossibilitado
devido ao baixo N amostral).
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7 DISCUSSAO

A contribuicdo dos fatores genéticos para o desenvolvimento de LES vem
sendo abordada na literatura internacional. Na maioria dos casos familiares de LES,
multiplos alelos combinam-se e interagem com os fatores ambientais e epigenéticos,
resultando na expressao e manifestagdo da doenca (1) Varios genes que
apresentaram uma associagdo com LES, em geral, tiveram uma correspondente
explicacéo fisiopatogenética. Em nosso estudo, confirmamos a associagdo dos
polimorfismos estudados nos genes STAT4 e IRF5, em uma amostra de pacientes
brasileiros com LES, conforme ja detectado em outras populagdes, possivelmente
associado a via do Interferon. O BLK mostrou ser um gene candidato a associagao
com o desenvolvimento de AJ.

Muitas doengas autoimunes apresentam-se inicialmente em estagios pré-
clinicos, através da presenca de biomarcadores séricos ou autoanticorpos nos
pacientes, antes de se tornarem clinicamente aparentes. E um grande desafio para
os pesquisadores identificarem esses individuos de risco em estagios pré-clinicos
@3 Em algumas situacdes, isso poderia permitir uma abordagem diferenciada do
individuo, através de agbes de carater preventivo e/ou diagnéstico precoce. Estudos
recentes propdem uma estratificacdo dos pacientes portadores de LES, segundo
‘modelos de expressao genética” de diferentes vias patogénicas. Assim, os
pacientes seriam classificados conforme os seus perfis de mecanismos celulares. A
posteriori, isso podera servir para o tratamento personalizado do paciente (85),

Apds andlises dos polimorfismos rs9271100, rs10488631, rs7574865 e
rs13277113 dos genes HLA, IRF5, STAT4 e BLK, respectivamente, observou-se que
os alelos T e C dos SNPs estudados nos genes STAT4 e IRF5, respectivamente,
tiveram associacao com LES, de forma estatisticamente significativa. Os gendétipos
homozigotos para esses alelos e heterozigotos também apresentaram associacéo
com LES (OR STAT4 rs7574865 [T] =1,67 [IC 95% 1,25 — 2,22]; p < 0,001 e OR
IRF5 rs10488631 [C] =1,71 [IC 95% 1,07 — 2,71]; p = 0,02).

Atualmente, a associagcdo do STAT4 e LES ja é estabelecida em populagbes
europeéias, asiaticas e amerindias nao-brasileiros. Em nivel molecular, o STAT4 é
necessario para a resposta inflamatéria desencadeada por interleucinas, como IL-
12, IL-23 e IFN-a, promovendo resposta Th1 e Th17 (® %9_ Ele ¢ principalmente

expresso no citoplasma de células T e NK (Natural Killer) e, apos ativagdo do
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receptor de IL-12, é fosforilado pelas JAK2 (Janus Quinase 2) e pela TYK2 (Tirosina
Quinase 2). O STAT4 fosforilado é ativado e deslocado para o nucleo, onde induz a

expressdo de moléculas pré-inflamatérias como o IFN-y @8 42)

. Hagber et al.
recentemente identificaram que as células T de pacientes carreando o alelo de
menor frequénciado SNP rs7574865 [T] no gene STAT4 exibem uma alta resposta a
IL-12 e ao IFN-q, revelando um importante mecanismo de atuagcdo do STAT4. Além
disso, o estudo sugeriu que o tratamento com inibidores da JAK pode ser benéfico
nesse grupo de pacientes, pois inibiu a ativagdo celular pela IL-12 in vitro “*?. Dessa
forma, futuros alvos terapéuticos moleculares poderao ser guiados pelo risco
genético do paciente. Kariuki et al. também encontrou a associagcéo do alelo de risco
do STAT4 com o aumento da expressao de genes induzidos por IFN-a, a despeito
de estar associado a baixos niveis séricos de IFN-a (tipo 1) ®6) Em nosso estudo,
observamos um aumento estatisticamente significativo da frequéncia do alelo T em
pacientes com LES quando comparados com os individuos sem LES, o que poderia
sugerir que a presencga desse alelo, através do aumento da resposta dos linfécitos T
a IL-12 e ao IFN-q, estaria relacionada ao desenvolvimento de LES.

Em pacientes com ascendéncia norte e sul-americana, o IRF5 é
provavelmente a mais forte associacdo genética com LES, fora da regido do MHC ©
%) Ele codifica o fator 5 regulador de interferon, um fator de transcrigdo, envolvido
na expressao de citocinas pro-inflamatérias, como o IFN-a e genes induzidos por
IFN-a, em diferentes tipos celulares, como células dendriticas, macrofagos e células
B ®® O IRF5 é associado a niveis séricos elevados de Interferon. Células
dendriticas produzem IFN-a em resposta a incubagido com soro rico em imuno-
complexos de pacientes com LES, especialmente os que tém o haplétipo de risco do
IRF5 (rs2004640, rs10954213 e rs10488631) SNe) haplétipo de risco do IRF5 esta
associado com atividade sérica de IFN-a aumentada em pacientes com LES, e seu
efeito € maior em pacientes positivos para anticorpos anti-DNA, anti-Ro e anti-Sm
®7) Foi demonstrada uma possivel interagdo epistatica entre IRF5 e STAT4, levando
a susceptibilidade de doencgas auto-imunes associadas a via do IFN tipo-1, como
LES e AR ®®_ Os IRFs também estdo implicados na patogénese de outras doengas
autoimunes, como esclerose multipla, sindrome de Sjogren, esclerose sistémica,

(6. 7,16 3438) Nesse estudo, o alelo C do SNP

doenca inflamatdria intestinal
rs10488631, presente no gene [RF5 apresentou uma associagdo com o

desenvolvimento de LES, porém os demais SNPs do haplétipo de risco para o



47

desenvolvimento de LES (rs2004640 e rs10954213) n&o foram analisados. Dessa
forma, é possivel que o SNP rs10488631 esteja associado, ndo isoladamente, mas
em conjunto com outros polimorfismos que levam ao aumento da produg¢ao de IFN-a
em células dendriticas, o que, por sua vez, poderia desencadear o desenvolvimento
de LES.

O IFN tipo | atua de diversas formas na patogénese do LES, como:
estimulagao e diferenciacdo das células dendriticas, redugcao da apoptose celular e
clearance de antigenos; aumento da expressao de genes relacionados a IFN,
principalmente em mondcitos e neutrdfilos, regulacdo de células T © ¢ No LES, ha
uma associacao entre diversos genes relacionados a susceptibilidade a doenca e a
expressao e/ou responsividade celular ao IFN tipo I, como demonstrado com o IRF5
e STATA4. Portanto, devido a importancia do IFN e da desregulagdo da imunidade
inata no desenvolvimento do LES, estudos clinicos tém avaliado novas drogas que
tenham o IFN como alvo. Por exemplo, os anticorpos monoclonais anti-IFN-a
(rontalizumabe e sifalimumabe) e anti-receptor de IFN-a (anifrolumabe) parecem
demonstrar seguranca e eficacia em estudos de fases iniciais do tratamento de
pacientes portadores de LES, porém os resultados ainda sido controversos ©1),
Houve maior incidéncia de infeccbes e herpes-zoster nos ensaios clinicos. Assim,
ainda € necessario analisar o risco-beneficio do tratamento a longo prazo e os
pacientes selecionaveis para o tratamento. Parece que o efeito dessas drogas é
influenciado pelo perfil do IFN-a do paciente, o que esta sendo avaliado como

®2) A busca pelo

possivel biomarcador de resposta terapéutica dessas drogas
desenvolvimento de drogas que atinjam células plasmocitéides e receptores do tipo
Toll também parece relevante devido a sua participagao na producio de IFN 1),
Apds o ajuste para cor e sexo, somente o polimorfismo no gene STAT4
manteve a associagdo descrita previamente com o desenvolvimento de LES em
nossa populagdo. A maioria dos estudos genéticos ndo faz ajuste dos resultados
para cor, porém devido a populacdo brasileira apresentar elevada miscigenacao e
maior prevaléncia de pretos (afrodescendentes) optamos por fazé-lo. Entretanto,
30% dos pacientes do grupo controle e 20% dos pacientes com LES ndo tinham
dados disponiveis sobre a cor da pele, reduzindo o N amostral e, portanto, o poder
da analise multivariada ajustada por cor, o que foi uma limitagdo desta analise.
Sanchez et al. descreveram frequéncias dos alelos de risco dos polimorfismos

rs7574865 do STAT4 e rs13277113 do BLK de 16,8% e 17,2%, respectivamente,
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numa populacdo de afrodescendentes americanos portadores de LES ©2. Ja em
nossa populacao, suas freqléncias foram 22,6% e 20,9%, respectivamente, o que
mostra valores percentuais maiores e destaca a importancia de se estudar as
diversas populagoes individualmente.

De acordo com uma grande metanalise envolvendo mais de 35.000 pacientes
asiaticos e europeus, a maioria dos polimorfismos genéticos de risco para LES esta
contida dentro de regides compartilhadas por ambas as populacbes, como por
exemplo, a regido do STAT4. A regiao do HLA e, em menor grau, o IRF5, entretanto,
apresentam heterogeneidade transancestral significativa @9 Na populacio européia,
por exemplo, o polimorfismo rs2187668 do HLA, preditor do alelo DRB1*0301, teve
forte associagdo com LES (). Em GWAS de populacdes asiaticas, identificaram-se
regides importantes, préximas ao rs9271100 do HLA-DRB1 e ao rs3997854 do HLA-
DQA2, semelhante aos achados nos europeus ©. Em amerindios, varios
polimorfismos da regido do HLA classe |l foram associados LES, com destaque para
os loci DQA2-DQB1 (rs92755772) e DRB1-DQA1 (rs9271366). Diferentemente dos
europeus, ndo houve associacdo do DRB1*0301 (rs2187668) com o

(9 Assim, a despeito da auséncia de

desenvolvimento de LES nos amerindios
associacao do polimorfismo rs9271100 do HLA e LES em nossa amostra, existem
evidéncias que outros polimorfismos desta regido tdo importante estejam associados
a doenca e variem amplamente com a ancestralidade. Certamente, devem existir
outros SNPs pertencentes a regido do HLA, que nado puderam ser avaliados no
presente projeto, e sao fatores de risco para LES em nossa populacéo.

Ao analisarmos somente os pacientes portadores de LES e seus dois
subgrupos, com ou sem AJ, notamos algumas diferencas clinicas entre eles. O
tempo de doenga, a prevaléncia de serosite e acometimento neuropsiquiatrico
(neurolégico e/ou psiquiatrico) foram maiores na populacdo com AJ. Nao ha na
literatura evidéncia suficiente para afirmar a existéncia de manifestacées clinicas
mais comuns em pacientes com AJ. Alguns autores descreveram uma associagio

e 47:83.69 No presente estudo, ndo

negativa com nefrite lUpica e positiva com artrit
houve diferenca do perfil de autoanticorpos entre pacientes com AJ e sem AJ. Na
literatura ja foi evidenciado associagcdo com marcadores como anti-DNA, anti-Ro,
antifosfolipides e fator reumatdide porém os resultados ainda s&o controversos #449),
Além disso, grande parte dos autores revelou que a AJ ocorreu tardiamente na

evolugéo do LES (média de 10 anos a partir do diagndstico de LES) na populagéo
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adulta. Porém, isso nao foi confirmado em outro estudo com maior niumero de
pacientes com AJ, que apontou inclusive para maior risco nos pacientes com menor

4749 Em nosso estudo e de acordo com a observagdo da maioria

tempo de doenca ¢
dos autores, os pacientes com LES e AJ tiveram maior tempo de diagndstico de LES
guando comparado aqueles sem AJ, de forma estatisticamente significativa (13 anos
x 10 anos, respectivamente, p= 0,02). Piga et al. realizaram um estudo prospectivo e
descreveram que a inflamagao articular e tendinea prolongadas e o maior tempo de
doenca foram associados com maior risco para desenvolvimento de AJ. Eles
sugerem que a AJ pode nao ser um subtipo distinto de artrite do LES, mas uma
complicagcédo consequente a faléncia terapéutica ®5) Esta hipbétese é corroborada por
um estudo recente realizado por este grupo de pesquisa, que demonstrou que
metade dos pacientes com AJ tinha inflamagao ativa articular e periarticular
detectadas por métodos de ultrassom, de forma subclinica e sem associagdao com
outros sinais sistémicos ©®. A deteccdo de uma provavel associagdo genética
relacionada a AJ acrescenta a esse principio o fator da susceptibilidade genética, de
forma equivalente ao que acontece na artrite reumatoide.

O presente estudo aponta para uma possivel associagao genética entre AJ e
o polimorfismo rs1327713 do gene BLK, o qual codifica uma tirosina-quinase nao-
receptora, da familia Scr, que esta envolvida na sinalizacdo, desenvolvimento e
diferenciagdo dos linfécitos B. Suas variantes estdo associadas a LES e outras
doencgas autoimunes L) polimorfismo rs13277113 representa uma regido situada
entre o BLK e o C8orf13, um gene de fungdo desconhecida. Esse polimorfismo e
suas variantes reduzem significativamente a expressdo do RNA mensageiro do BLK,
aumentando o risco de desenvolvimento de LES ). Postula-se que os niveis
alterados da proteina BLK possam influenciar os mecanismos de tolerancia dos
linfocitos B, e possivelmente células T, Th-17 e células dendriticas plasmocitoides.
Foi descrito também que o BLK aumentou interacdes entre outros genes, BANK1 e
PLCg1, apds ativagdo de células B, tendo portanto um papel regulatério ©®. Nenhum
outro estudo anterior avaliou uma possivel causa genética para AJ, exceto um, que
avaliou 9 pacientes japoneses com AJ e encontrou a presenga de HLA classe | (A11
e B61) em 55% dos pacientes ('?. A possivel associagdo do polimorfismo rs1327713
do gene BLK com AJ pode levantar hipdteses sobre sua fisiopatogénese, como as
células B, através ou nao da formacao de imunocomplexos, e deve ser comprovado

em estudos posteriores.
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A literatura revela muitos estudos sugerindo a existéncia de uma
predisposicdo genética para determinados fendtipos do LES, tendo os genes um
possivel papel no prognostico e evolugdo dos pacientes, porém isso ainda nao foi
confirmado. H& uma grande diversidade de associagdes descritas na literatura, que
variam conforme a ancestralidade da populacdo estudada. Dos genes avaliados
neste estudo, todos ja apresentaram alguma associagdo com manifestagdes do LES
descrita na literatura. O STAT4 foi associado em varios estudos com a presencga de
nefrite lupica, insuficiéncia renal, LES grave e presenga de anticorpos anti-DNA ®.7

39.41.42.69) Também foi associado a idade precoce do diagndstico e com anticorpos

%.70 O IRF5, por sua vez, foi associado a nefrite lUpica, manifestacdes

anti-Sm ¢
cutaneas e autoanticorpos como o anti-DNA, anti-Ro e anti-La > *". O BLK também
foi associado a nefrite lupica ®_ Esses resultados péem em duvida se 0s genes tém
algum papel no prognéstico e evolugdo dos pacientes com LES, o que é
questionado por alguns autores devido ao baixo poder de replicacdo dos estudos em

populages de diferentes ancestralidades ©.

Em nossa populagcdo, ndao foram
encontradas associagdes estatisticamente significativas entre os polimorfismos
analisados dos genes STAT4, HLA, IRF5 e BLK e as manifestacdes clinicas e
alteragbes laboratoriais classicas de LES. Dessa forma, a confirmagdo da
associagcdo genética dos polimorfismos e as manifestagcdes especificas do LES
requer estudos com poder mais elevado de replicagao.

No que diz respeito a avaliagdo e descoberta de genes de risco para o LES,
os principais limitantes dos estudos de associagdo e suas dificuldades
metodoldgicas sdo o desequilibrio de ligagdo dos polimorfismos e comparagdes

23) Muitos SNPs e genes associados a LES podem ndo representar

multiplas ¢
causalidade quando analisados de forma isolada. Assim, €& importante a
compreensao da regulacao dos SNPs e da sua expressao genética, papel causal e
funcional na patogénese do LES. Além disso, muitos genes associados a LES
localizam-se em regides nao codificaveis ou sao seletivamente codificados em tipos
especificos celulares (") Foi demonstrado um papel regulatorio dessas regidées ndo-
codificaveis, através de efeitos epigenéticos, interferindo em fatores de transcrigao
do sistema imune, apoptose, regulacéo de células T, B e T-regulatérias (T-reg) (72,
B As alteragbes epigenéticas sao importantes mecanismos regulatérios e
atualmente muito estudados. Os fendmenos epigenéticos nao alteram as sequéncias

nucleotidicas e sao herdaveis. Eles incluem: acetilacdo, modificacdo de histonas,
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metilagédo, fosforilagdo, microRNA (moléculas pequenas de RNA enddgeno nao-
codificavel), reativagédo do cromossomo X. Zhu et al. fizeram uma analise integrada
do perfil de expressao genética e metilagdo do DNA. Foi demonstrado que 334
genes super-expressos estavam hipometilados e 479 genes pouco expressos,
hipermetilados. Eles encontraram ainda um aumento das vias de sinalizacdo do
TLRs e IFN e citocinas préinflamatérias, principalmente associadas a nefrite lUpica
(") Genes reguladores do Interferon sdo desmetilados e estas alteragdes precedem
a transcricdo génica, sugerindo um fendmeno precoce da doenca ®. Estudos
reportaram hipometilacdo do DNA préximo a genes associados a IFN tipo I, em
células T CD4 de pacientes com LES ©9. Em geral, o processo de metilagdo pode
ser influenciado ou induzido por fenébmenos ambientais, como radiagdo UV, drogas
indutoras de lupus e idade. Isso representa um importante elo entre fatores
genéticos e ambientais. Portanto, os mecanismos epigenéticos impactam na

S (1829 Assim, podemos perceber a

expressao e fungao dos genes envolvidos no LE
importancia da pesquisa de marcadores genéticos de risco para LES e AJ, os quais
em associacdo com outros fatores de risco ambientais e epigenéticos podem

culminar na manifestacao da doenca.
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8 LIMITAGOES E PERSPECTIVAS DO ESTUDO

Sobre o estudo atual, a falta de ajuste por idade pode ter sido um fator
limitante. Porém, apesar do grupo controle (sem LES) ser composto por
adolescentes, a idade provavelmente nio teve relevancia para analise dos dados,
por tratar-se de polimorfismos herdados (o individuo ja nasce com sua carga
genética completa) e, principalmente, pela baixissima incidéncia da doenca na
populagdo geral (1 a 10 casos por 100.000 habitantes). Desta maneira, seria
necessario aproximadamente 100.000 individuos para a incidéncia de 1 caso de
LES no grupo controle.

As formas de definicdo de cor da pele dos individuos foram diferentes entre
os grupos com LES (médico avaliador) e sem LES (cor auto-referida). Isso foi um
ponto negativo do trabalho, pois ndo permitiu a uniformizagdo dos métodos de
avaliagdo. Além disso, cerca de 30% dos individuos do grupo controle e 20% do
grupo de pacientes com LES n&o tinham dados disponiveis sobre a cor da pele,
reduzindo o poder da andlise pds-ajuste por cor. Desta forma, apesar da cor da pele
poder ser uma variavel de confusao, ja que a prevaléncia de LES é maior em negros
do que brancos, houve limitacdo da analise desta variavel. Mesmo assim, a
prevaléncia de negros foi maior no grupo controle em relagédo ao grupo caso (46% Xx
22%), o que diminuiu a possibilidade de confundimento.

Outro fator limitante no nosso trabalho foi o tamanho amostral, principalmente
dos pacientes portadores de AJ. Porém, devido a raridade dessa enfermidade
consideramos relevante o N amostral estudado. Assim, os resultados ndo permitem
conclusdes finais definitivas sobre a susceptibilidade genética de AJ, mas sugerem
uma possivel associagao com polimorfismo rs13277113 do gene BLK. Por ser um
trabalho retrospectivo, com muitos dados obtidos por revisdo de prontuario, alguns
dados clinicos e laboratoriais de pacientes foram perdidos, o que também reduziu os
dados da amostra.

Os achados do presente estudo podem ampliar a compreensao de possiveis
marcadores genéticos para LES e AJ e possibilitar a criagdo de medidas de carater
preventivo, diagnostico ou terapéutico, de forma precoce, nos pacientes “de risco”.
Um maior conhecimento da patogénese dessas doengas pode viabilizar um
tratamento mais individualizado, personalizado e eficiente para o paciente. Outros

estudos com maior N amostral devem reanalisar se ha relacdo entre os
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polimorfismos e as manifestacbes especificas do LES, como a AJ. Além disso,
estudos complementares sdo importantes para avaliar e entender como os
mecanismos ambientais e epigenéticos impactam na expressao e funcao de genes

associados a LES.
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9 CONSIDERAGOES FINAIS

Nosso trabalho é pioneiro ao avaliar polimorfismos fora e dentro da regido
MHC, em pacientes brasileiros com LES e AJ. Os polimorfismos rs7574865 e
rs10488631 dos genes STAT4 e IRF5 apresentaram associagcdo com o
desenvolvimento de LES, confirmando os achados prévios de populagcbes de
diferentes ancestralidades. O polimorfismo estudado rs9271100 do gene HLA nao
apresentou correlacdo com LES ou AJ em nossa populagcdo, o que pode ser
explicado por sua heterogeneidade transancestral. O polimorfismo rs13277113 do
gene BLK apresentou uma possivel associacido com a presenca de AJ, presumindo-

se, dessa forma, alguma participacao das células B em sua fisiopatogénese.
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APENDICE

APENDICE A FICHA DO PACIENTE

Nome:

Matricula:

Jaccoud:

Raga:

Data de diagnodstico LES:

Tempo de artrite:

Critérios:

lupus discoide:

fotossensibilidade:

rash malar:

ulceras orais:

serosite: (pericardite: pleurite: )

hematologico: (leucopenia, linfopenia, plaquetopenia, anemia hemolitica)

renal: (proteinuria > 500, cilindraria, disfun¢ao renal/dialise)
valor de proteinuria: cr:

FAN:

Anti DNA:

Anti Sm:

Anti Ro:

Anti La:

Anti RNP:

Anticoagulante lupico (LAC):

Anticardiolipina: IgA IegM IgG

Anti beta-2-glico: IgA IgM IgG

Neurologico (psicose ou convulsdo):

FR:

Anti CCP:

Observagdes



ANEXOS

ANEXO A Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto de Pesquisa: Estudo do HLA da classe Il e polimorfismos genéticos em pacientes com

lipus eritematoso sistémico com ou sem Artropatia de Jaccoud

Bl s nitn s r e a e i S ssr s st sy M comidate 8k a
participar da pesquisa acima citada sob a coordenagio do Dr Mittermayer Barreto
Santiago. O objetive principal desta pesquisa & avaliar a paricipacio genética de
pacientes com LUpus e Arropatia de Jaccoud. Fui informado que essa doenca
provoca deformidades nas articulagdes, principalimente mdos e punhos. Messa
avaliagio. serel submetido a uma avaliacao clinica, gue inclui anamnese & exame
fisico {da mesma forma que ocome nas consultas médicas da reumatologia), nas quals
o médico faz uma entrevista sobre a doenca, sintomas e examina o paciente (verifica a
pressdo, examina as ariculagfes e outros sagmentos como pulmdo, coragdo &
abdome). Essa consulta sera realizada por um reumatologista do Ambulaténo Docenta
& Assistencial de Brotas (ADAB). Além disso, farel exames de sangue. Esses exames
serfo necessanos para fazer a andlise genética para analisar as caracteristicas dos
pacientes e avaliar o rico de desenvolver Artropatia de Jaccoud, ajudando no melhor

acompanhamento da doenca. Esse exame nfdo é realizado rotineramente.

A participacao nesta pesquisa nao traz riscos ou complicaches, pois 0s procedimentos
empregados s&o0 os de rotina Assim, a pesquisa obedece aos Critérios da Etica em
Pesguisa com Seres Humanos conforme Resolugdo no. 466/12 do Conselho Nacional

de Sadde.

Todas as informagtes coletadas neste estudo s&o estritamenta confidenciais. Mau
nome nao sera revelado em nenhum momento. Somente a equipe de pesguisadores

tera conhecimento dos dados.
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U= resullados & esclarecimenios sobre o5 exames também estarSo 4 minha
disposican.
Ficou clam para mim qQue CasSh ey nao concorde em partld-par volunlaramenle da

pesquisa n&o lersl gualquer prejuizo, & caso paricipe, 0 resultado da pesquisa poders

sef divulgads, desde que meu nome nda seja identilicada,

Ful inforrnedo gue case eu necessite de esclarecmentos adicionals eu deversl
procwrar o Dr. MBlermayer Santiago no Servigo de Reurnatolngia do Ambulabdio
Docente & Assslencial de Brotas (ADAB), pesscalmente, &8 segundas-feiras das
16:00 4 10:00, su pekbe teofones do ADAB (T1) 32349350, ou pely celular (71)
SEA3S5001. Também posso procurar Dra. Arma Paula Mota Duque, pelo telefons (T1)
SERZAZ411, caso eu precEe de alguma exphicacao ou deseje faper aljuma sugesiBo
i reclamarso.

Estou clenie que caso enha dividas efou dendneias a fazer, ambém podersl procurar
o Comite de Elica em Pesquisa da Escols Bahiana de Medicing e Saiide Pablica que
funciona na Fua Dom Jodo VI, n 275, em Bmtas, na cideds de Sabeador, 1ol — {71}
3I27E-RP25, ou o Conseho Regonal de Madickha (CREMEB), bealoado 4 R

Guadatagara n 15, Ondina, =l —3333-2800.

Eslou ciente que esls docurmento estl escrlo em duas vies & uma delas BCerd comgo

{partcipante da pesquisa). Todas as duas viss serBo assinadas por mim e pelo
pesquisador.
Azgirn, concordo em panicipar voluntaramente desse estudo.

Sabsndor, { 2007

Pamcipante da pesguiaa:

Nome
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Azsinatura

BAPRESSAL

DATRLOSCOP

Resporadvel pela pesquisa:

Mome

Assinaiura
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ANEXO B  Parecer Consubstanciado do Comité de Etica Em Pesquisa

ESCOLA BAHIANA DE
MEDICINA E SAUDE PUBLICA - asil ¥
FBDC

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Estudo do HLA da classe |l & polimorfismos genéticos em pacientes com |0pus
aritematoso sistémico com ou sem Arfropatia de Jaccoud
Pesquisador: Mittarmayer Barrelo Santiago
Area Tematica:
Versdo: 2
CAAE: 61808816.0.0000.5544
Instituigdo Proponente: Fundagdo Bahiana para Desenvolvimenio das Ciéncias
Patrocinador Principal: Financiamanto Proprio

DADOS DO PARECER

MNiamero do Parecer: 1.947.354

Apresentagao do Projeto:

A ariropatia de Jaccoud (AJ) & uma artropatia deformante ndo-erosiva que foi inicialmente descrita em
portadores de febra raumatica (FR).Posteriormeante, a AJ foi relalada em pacientes com outras doengas do
tecido conjuntivo, principalmente I0pus ertematoso sistémico (LES), com uma prevaléncia em torno de 5%.
A doenga pode causar deformidades articulares, passiveis de corregio com a movimentagio
passiva.semathantas a arlrite reumatdide, levando a impacio na reslizagdo de atividades basicas da vida
diaria e qualidade de vida dos pacientes. Sua fisiopatologia ainda ndo & asclarecida, nem ha estudos de
hase ganética descritos nessa populagio de doentes.

Objetivo da Pesquisa:

Estudar o perfil do HLA da classe ||, as frequéncias efou variagfes dos polimorfismos
rs13277113,rs2187668, rs 104886831 & rsT5748685 em uma amostra de pacientes brasileiros com Ldpus
Eriternatoso Sist@mico, comparando a sua distibuicio nagueles com ou sem Arlropatia de Jaccoud.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos

Os procedimentos empregados 530 os de rofina (exames laboratoriais de sangue e urina), levando apenas
ao possivel desconforto da pungao com agutha para a coleta do sanguea. Para minimizar

Enderego:  AVEMIDA DOM MOAC VI, 275

Bairro: BROTAS CEP: 40 200-000
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone:  (71j3276-8225 E-maif: cepi@bahiana.edubr

Pagem 07 de 0%
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ESCOLA BAHIANA DE

MEDICINA E SAUDE PUBLICA w
FBDC

Continsgdo do Parecer 1847354

esse desconforto, a coleta serd realizada por profissional treinado. E necessano gue alguns

pacientes se desloguem para o laboratdnio para codeta de exames. De prefer@ncia, solicitames coleta de
exames laborstoriais no mesmo dia da consulta, 8 fim de evitar deslocamentos adicionais e malores gastos
com o transporte dos pacientes. A pesquisa obedece aos Critérios da Efica em

Pesquisa com Seres Humanos conforme ResolugBo no. 466/12 do Conselho Necional de Sa(de.

Bensficios

Crs beneficios direfos aos pecientes =80 a redlizagdo da genotipagem para avaliar fatores de risco gendticos
de desenwvolver Artropatia e jaccoud.Esses exames nic s80 disponiveis nos servigo de sadde. lsso
possibditara um melhor acompanhamento e tratamento precoce da doenca. & partir de estudos como esee,
de genstica e ebopatogénese, existe também a possibilidade de criaglfo de noves drogas, sintéticas ou
bioldgicas, para o tratamento da Artropatia de Jaccowd.

Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:

Trats-se de um estudo tipo caso-controde, no qual serd feito o levantamento dos perfis genéticos & sua
analise comparativa nos grupos definidos de pacientes com Lipus entematoso sistémico{LES), com ou sem
artropatia de Jacoud (Ad), e de paclentes saudsveis. Serfo eslecionados pacientes com disgnastico de
LES. acompanhados no ambulatdrio de Reumeiologie da Escola Bahiana de Medicina e Saude
Publica(EBMEP), em Salvador. Para compor o grupo de individuos sem LES, serdo
selecionadze, randomicamenta_ 200 amosiras de individuos andnimos ndo-vinculados, provenientes da cidade
de Salvador, Bahia, através do projeto Socisl Changes, Asthma and Allergy in Latin Amenica (SCAALA), em
curso, que avalis genotipagem de SMPs numa populaglo de crisngas com sibilo, asma e alergias. Os
primedros inguéritos relacionados foram aplicades em 2005, quando &8s criangas tinham entre 5 & 12 anos de
idade. A genobipagem dos SMPs fol realizads na plataforma llumina Human de onde exdraiu-s= o8 4 SNPs
relacionados com o desenvolvimento de Lupus Eritematoso Sistémico para realizagéo da pesgquisa. Mo
grupo de paclentes com Lupus Ertematoso Sistdmico, serfo avaliados os dados sdclo-demogréficos e
manifestagdes clinicas da doenga observados nagueles com ou s2m Aropatia de Jaccoud. Tals dados
serao obtidos por avaliagio clinica presencial assim como revisdo de dados de prontudrio. Para andlise
laboratori da tipsgem do HLA da classs || (DR e D), a5 amostras de DMA dos pacienles serfo extraldas
a partir de células mononucleares do sangue perifénico e separadas aphs & coleta de 10 ml sangue tofal
com tubo sam anticoagulante. O equipamento Luminex da biometriz, disponivel no laboratério de

Imunogenética da Universidade Estadual de Campinas, para onde serfo
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encaminhadas as amosiras de DMA, de forma supervisionada & em condigbes edeguadas de

armazenamento. Cerca de 10 ml de sangue serdo coletados de cada paciente. Apos centrifugacio,

aliguotas de som serdo armazenadas em freezer a8 -20° C atd 0 seu uso. Esse procedimento ocomera no
Laboratdno Avangado de Reumastologia (LAR), perencants ao Servipo de Reumatologis do Hospital Santa
lzabel/EBMSERP. O equipamento encontra-s& no Laboratdno Avangedo de Sadde Publica (LASP), da Fiocruz,
am Salvadar.

Conslderacies sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Folha de rosto: devidamente preenchida e com assinatura do responsavel institucional;
Cronograma: discriming as fases da pesquisa;

Omamento: apresentado Informando a fonte financiadors;

TCLE: adeguada;

Caria de anuéncia: anexadas.

Conclusies ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

& pnalise bioética deste projeto para verficagio de resposta As pendéncias assineladas anteriormente,
identificou que os pesquisadores atendaram fislmente 35 solicitagbes de acordo com O descritvo abaixo,
egtando o projeto passivel de execucio imediata.

1-Cromograma:

1-1-Incluidas a5 stapas de redatdrios parciais ou final de acordo com 8 Res. 466112 do CHS;

1-2-Ajustedo cronograma para resolugio de pendéncias;

2-Orpamenio:

2-1-Previsto custo com fransporte & alimentagio =0 participante da pesguisa;

2-2- Esclarecida & fonte financisdora do projeto ;

3TCLE:

3-1-Descritos no TCLE gusis exames dinicos o participante serd submeetidog

3-2-Descritos 08 beneficios diretos sos paricipantes da pesguisa;

3-3 Descrta a forma de s&nar os riscos d8 pesguiss;

3-4-Indicados os contatos do CEP, endereco & telefone para caso de divida ou dendncia;

3-5-Informado que o TCLE & escrito em duas vias de igusal teor & que uma ficara com o participants da
pesquiss & que todas as vias serfo rubricadas pelo participants e pesquisador.

Consideragdes Finals a critério do CEP:
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Atencdo - o ndo cumprimento 8 Res. 466/12 do CNE abaixo transcrita implicard na impossibilidade de
avaliagio de novos projetos deste pesquizador.

Xl DO PESCOUISADOR RESPONSAVEL

X1.1 - A responsabilidade do pesguissdor & indelegavel e indeclindvel & compreende os
aspeacios éticos e legais.

12 - Cebe ao pesguizador: a)e b} (-..)

c) desenvodver o projeto conforme delineado;

d) elaborar e apresentar os relatorics parcisis e final;

&) apresentar dados solicitados pele CEP ou pela CONEP a qualguer momento;

f) manter os dados da pesquisa em arguivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidede, por um periodo de 5 anos apos o término da pesquisa;

g) encaminhar os resuliados da pesquisa para publicacéo, com os devidos créditos 203
pesquisadores 3ssociados e 8o pessoal Bcnico integrante do projeto; &

h) justficar fundamentadamente, peranta o CEP ow 8 COMEP, intemupcdo do projeto ou
a néo publicacio dos resultados

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abalso relacionados:

Tipo Documento Arguivo Posiagem Autor Siuagao
Informagtes Basicas| PE_INFORMACDES_BASICAS DO P | 21122016 Aceito
do Projete ROJETO_B06726.paf 02:26:28 _

Chutros RESPOSTA DE PEMOEMNCIAS docx 2122076 |ANNA PAULA MOTA| Aceiio
022557 [DUGUE SOUSA

Projeto Detalhade /! | Jeccoud Fined doc 2122016 [ANNA PAULA MOTA] Acein

Brochura 02:16:31 |DUGUE SOUSA

TCLE{ Termos de | TCLE.docx 222076 |ANNA PALULA MOTA| Aceito

Assentimenic | 02:16:11  |DUGHE SOUSA

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTOpdf.pdf Q2M1R2016 |ANNA PAULA MOTA| Aceit
124552 |DUCLIE SOUSA

Ouiros carta_anuencia_fiocruz_ padf 0212076 |ANNA PALULA MOTA| Aceito
12:40:37 | DUGUE SOUSA

Outros anapaula pdf 18102016 |AMNNA PAULA MOTA] Aceito
23:30:38 [DUGUE SOUSA

Cutros cartaasnuencisanna. pdf 19102016 [ANNA PAULA MOTA| Aceito
23:26:42 | DUGUE SOUSA
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ANEXO C Carta de Aprovagao do Projeto Epigen-Brasil

Ministério da Sadde

FIOCRUZ

Fundaciao Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisa René Rachou

Comite de Etica

CARTA DE APROVACAO N° 03/2010 - CEP / CPgRR

Protocolo CEP - CPgRR n®: 022010

Projato de Pesquisa: “EPICEMIOLOGIA GENOMICA DE DOENCAS COMPLEXAS EM COORTES
BRASILEIRAS DE BASE POPULACIONAL (PROJETO EPIGEN-BRAZILY, Gl - Genética Humana,
Pesquisa com Cooperagio Estrangeira.

Pesquisador Responsavel: MARIA FERNANDA FURTADO DE LIMA E COSTA
Instituigao: Centra de Pesquiza Rena Rachou
CAAE: 0003.1.245.000-10

Ap se proceder 4 andlise o profocolo em questdo, constalou-se que o estudo alende aos aspechos
fundamentais da Resolugio CME 186/M6, sobre Diretizes e MNormas Regulamentadoras de Peaquisa
envolvendo Seres Humanos.

Diante do expostn, o Comilé de Etica em Pesquisas envalvendo Seres Humanas do Canlra de Pesquisa
Fené Rachou | FIDCRUZ, de acordo com &3 atibuigies da Resolugio 196586 CNS  COMNER, manifesta-se
pela homologasan do projelo de pesquisa proposha,

Situacho: PROJETO APRCVADO.

Firma-se dianfe deste documento a necessidade de serem apresentados os relatorios:
- Parcial 01; Abril 2011;

= Parcial 02; Abril 2012;

- Final: Abril 2013,

Bem como a notificagio de eventos adversos, de emendas ou modificagdes no protocole para
apreciagio do CER,

Belo Horizonte, 22 de fevereiro de 2010,

Or, oo Cirrlog Pinte Mas
COIRIEMIDIR
A, Augusio de Ling, 1715 Bard M SRHEE.002, Brio Honzerie - MG - Bl
Tal | 55 (3t 3295 3566 (ramal 161) Fax: 55 Dox31 3205 3195 hilp iweew cogrr Tocruz b

i
e g )' o ﬂ.’_ CHLD [ Joéio Carlos Pintg Dias
e ‘1(_. — Coordenador do CERSH-CPgRR
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Journal:
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Manuscript 1D
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Manuscript Type: | Original Article
Date Submitted by the
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Profile of genetic polymorphisms in patients with Systemic Lupus

Erythematosus with and without Jaccoud Arthropathy

Polymorphisms in Systemic Lupus Erythematosus
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ABSTRACT

Introduction: Genes like HLA, STAT4, IRF5 and BLK induce autoimmunity by activation of B and T
cells and induction of interferon production. These genes have been associated with systemic lupus
erythematosus (SLE) in European, Asian and non—Brazilian Amerindian populations. The aim of this

study was to evaluate an association between these genes and the predisposition for SLE in Brazilian
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patients as well as their relationship with Jaccoud arthropathy (JA) and other clinical and laboratory
features of SLE. Methods: Patients (n=144) diagnosed with SLE from Brazil were included in the
present study. Thirty-eight of them had JA. A group of healthy individuals (n=614) was included as
control. All participants were genotyped for rs9271100, rs7574865, rs10488631 and rs13277113
polymorphisms in the HLA, STAT4, IRF5 and BLK genes, respectively, by real-time PCR. The allele
and genotypic frequencies were correlated with the presence of SLE, JA and other manifestations of
the disease, adjusted for sex and/or age, in multivariate analysis. Results: The T allele, TT and GT
genotypes of rs7574865 in STAT4 and C allele, CC and CT genotypes of rs10488631 in IRF5
presented higher frequencies in the SLE population as compared to the controls. There were no
associations between any of the polymorphisms evaluated and SLE manifestations, but the A allele,
AA and AG genotypes of rs1327713 in BLK showed an association with the presence of JA.
Conclusions: The polymorphisms in STAT4 (rs7574865) and IRF5 (rs10488631) are associated with
SLE, as already observed in other populations. The polymorphism rs13277113 in BLK was found to
be a possible genetic risk for JA.

Key-words: Systemic Lupus Erythematosus; Jaccoud Arthropathy; genetic polymorphisms.

INTRODUCTION

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an inflammatory and autoimmune disease,
affecting mainly female population in reproductive age (1). The disease has a large
spectrum of manifestations, varying from mucocutaneous or osteoarticular findings to
serious organ involvement. Approximately 5% of patients with SLE develop a non-
erosive non-fixed degenerative arthropathy, denominated as Jaccoud arthropathy
(JA) (2, 3).

It is presumed that environmental factors like ultra-violet (UV) radiation can induce
modifications to the innate and adaptive immune response, provoking or accelerating
the development of SLE in genetically susceptible individuals (4, 5). Family

association and Genome Wide Association Studies (GWAS) identified approximately
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80 susceptibility /loci for SLE. These contain inherited polymorphic mutations
denominated as single nucleotide polymorphisms (SNPs) (6). The strongest genetic
associations of SLE come from human leukocyte antigen (HLA) system, mainly the
alleles HLA DRB1*1501 (HLA-DR2) and HLA DRB1*0301 (HLA-DR3) (7, 8).
Moreover, other genes also have been highly related to the development of SLE,
such as STAT4 (Signal Transducer and Activator of Transcriptor 4), IRF5 (Interferon
Regulatory Factor 5), ITGAM (Integrin Alpha M) and BLK (B Lymphoid Kinase),
among others (7-11). The relationship of these genes with SLE was established in
European populations and, later confirmed through GWAS in Asian, European and
non-Brazilian Amerindian populations (12, 13).

The SNPs present in these genes can alter the structure, function or expression of
the proteins encoded by these genes, which can ultimately affect the function of B
and T cells and the production of interferon. Alterations in cell signaling, clearance of
cellular debris, DNA repair, apoptosis, activation of nuclear factor kappa B (NF-«kB),
can generate an imbalance in immune response and favor the development of
autoimmunity (5, 6).

Besides the genetic susceptibility for SLE, several studies tried to investigate if genes
could also be involved in specific manifestations of the disease, such as nephritis,
discoid rash, arthritis, anti-DNA antibodies, etc. Nevertheless, the results were
controversial in different populations (9, 14). Only a small study performed in Japan
explored the genetic aspect of JA and demonstrated the presence of HLA A 11 and B

61 in 5 out 9 patients with JA (15).

The objective of the present study was to evaluate the existence of a genetic
association between the polymorphisms (rs9271100 in HLA, rs7574865 in STAT4,

rs10488631 in IRF5 and rs13277113 in BLK) and the presence of SLE as well as
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with some manifestations of the disease, particularly JA in a sample of Brazilian
population.

MATERIAL AND METHODS
Patients

A total of 144 SLE patients diagnosed on the basis of the American College of
Rheumatology criteria were included in this study (16). Among them, 38 had JA,
according to criteria proposed by Santiago (17). They were selected from two referral
services of rheumatology, in Salvador, Brazil. A group of 614 gender matched
healthy individuals were included as controls (proportion of 4:1 in relation to SLE). In

the SLE group, clinical evaluation and chart review was performed in all patients.

All the participants who accepted to participate in the study signed the informed
consent form. The project was approved by the ethics research committee of the

Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica.

Laboratory investigations

Besides searching for autoantibodies and routine laboratory tests, specific genetic
studies were performed as follows:

Genotyping

The genomic DNA of mononucleated cells of peripheral blood was extracted using a
Qiagen DNA Blood Mini kit (Valencia - CA). The SNPs: rs9271100 found in HLA,
rs7574865 in STAT4, rs10488631 in IRF5 and rs13277113 in BLK, were genotyped
by Real Time PCR by using "Tag Man SNP Genotyping Assay" kit from Applied
Biosystem (Foster City, CA), containing specific probes for high and low frequency
alleles. The manufacturer's instructions were followed strictly.

Statistical Analysis
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Statistical Package for the Social Science (SPSS Chicago — IL, version 21) was used
for the descriptive and comparative evaluation of the demographic, clinical and
laboratory data of the patients with SLE. The frequencies were expressed in
proportions or mean + standard deviation. Chi-square, exact Fisher or Student's T
tests were used for the comparison of different parameters.

The allelic and genotypic frequencies of the patients and controls were calculated,
using the Plink program (Purcell, S; New York - NY, version 1.9, 2017). The
associations between allelic and genotypic frequencies and the outcomes (SLE, JA,
clinical and laboratory manifestations of SLE) were tested by Odds Ratio (OR)
calculation, exact Fisher or Armitage Tests by Stata 14 or Plink program. Models of
allelic and additive inheritance were used. The multivariate analysis by logistic
regression of the genotypes and alleles was performed according to sex and/or age.
Values < 0.05 were considered as statistically significant.

RESULTS

Ninety eight percent of individuals with SLE and control were females (p=1.0) and the
mean age was 45110 and 1512 years, respectively (p=0.01).

In the patients with SLE the mean duration of the disease was 12+5 years. Those
with JA had higher disease duration when compared to those without JA (1315 and
1015 years, respectively, p=0.004). The main clinical and laboratory findings
observed in the SLE patients with or without JA are presented in table 01.

The allelic and genotypic frequencies observed in the entire population are presented
in table 02. In SLE patients, significantly higher frequencies of the T allele of
rs7574865 in gene STAT4 (p<0.001) and C allele of rs10488631 in gene IRF5
(p=0.02) were observed as compared to controls. Moreover, individuals who had 2 T

alleles for STAT4 showed three times more chance of developing SLE than the ones
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those didn't have this T allele. According to the model of additive inheritance, the TT
and GT genotypes of rs7574865 in gene STAT4 and the CC and CT genotype of
rs10488631 in gene IRF5 were also more frequent in the SLE population as
compared to the controls. The frequencies of the other polymorphisms analyzed in
the present study did not present differences among the groups.

In comparative analysis of the patient subgroups with or without JA, a larger
frequency (34.7%) of the A allele and AA and AG genotypes of rs1327713 in BLK
was observed in the population with JA, after multivariate analysis, adjusted for

gender and age (OR = 2.00, 95% CI, 1.05-3.74, p = 0.01) (Table 03).

The clinical manifestations and autoantibodies of SLE were compared with the
genotypes of STAT4, IRF5, HLA and BLK, however no significant association was
observed among them.

DISCUSSION

The contribution of genetic factors for the development of SLE has frequently been
addressed in the literature. The expression of the disease results due to the
interaction of genetic, environmental and epigenetic factors (18). Several genes have
been associated with the development of SLE. The present study demonstrated an
association of the T allele of rs7574865 and the C allele of rs10488631, in the genes
STAT4 and IRF5, respectively, with SLE in a sample of Brazilian patients. Moreover,
the A allele of rs7574865 polymorphism in BLK gene presented an association with
the development of JA in the study population.

The association of SNPs in gene STAT4 and the development of SLE have already
been established. Protein STAT4 is necessary for the inflammatory response
triggered by interleukins (ILs). It is mainly expressed in cytoplasm of T and natural

killer cells, after activation of IL-12 receptor, and it is phosphorylated and activated by
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janus kinase 2 (JAK2) and by tyrosine kinase 2 (TYK2). Subsequently, it moves to
the nucleus, where it induces the expression of pro-inflammatory cytokines such as
interferon y (IFN-y), promoting Th1 and Th17 response (18-20). Hagber et al.
recently demonstrated that T cells from patients with SLE carrying T allele from
rs7574865 in gene STAT4 exhibit an increased response to IL-12 and to IFN-a.
Besides that, the study also suggested that the treatment with JAK inhibitors could be
beneficial in that group of patients, because it inhibited the cellular activation of IL-12
in vitro. Therefore, future molecular therapeutic targets can be guided by the patient's
genetic profile (20). Our findings of a statistically significant increase of T allele
frequency from the SNP rs7574865 in gene STAT4 in the patients with SLE when
compared to individuals without SLE could suggest that the presence of this allele
would be related to the development of SLE, through the increased response of T
lymphocytes to the IL-12 and to IFN-a. However, further studies substantiated with
functional studies in larger populations should be done.

Polymorphisms in IRF5 gene present the strongest genetic association with the
development SLE outside the region of HLA, mainly in North and South Americans
(8, 12). When incubated with serum rich in immunocomplexes, dendritic cells of
patients with SLE produced IFN-a, mainly in those cells from patients with haplotype
of IRF5 (rs2004640, rs10954213, rs10488631) (21). IRF5 also presents a possible
epistatic interaction with STAT4, leading to susceptibility of autoimmune diseases
associated to IFN type |, such as SLE and rheumatoid arthritis (22). IRFs are also
implicated in the pathogenesis of other autoimmune diseases, such as multiple
sclerosis, Sjogren syndrome, systemic sclerosis, and intestinal inflammatory disease
(7, 8, 18, 23-25). In the present study, the C allele of rs10488631 present in gene

IRF5 showed an association with the development of SLE. Thus, it is possible that
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rs10488631 can participate, not separately, but in association with other
polymorphisms, in the development of SLE through the increased production of IFN-

a in dendritic cells.

Thus, due to the importance of IFN in the pathogenesis of SLE, clinical studies have
evaluated new drugs that use IFN as a target. It is still necessary to analyze the risk-
benefit of long-term treatment and which patients are eligible for anti-IFN treatment. It
seems that the effect of these drugs is influenced by the patient’s IFN-a signature,
which is being evaluated as a possible biomarker for patients that are more likely to

respond to anti-IFN treatment (26, 27).

Although HLA polymorphisms represent the strongest genetic association with SLE,
there was no association observed for rs9271100 in HLA and SLE in the present
study. A possible explanation is that the frequencies of its polymorphisms vary
according to the population’s ancestry (7, 8, 12). The striking characteristic of HLA
trans-ancestry was demonstrated in a meta-analysis with more than 35.000 Asian
and European patients and in studies in Amerindians (12, 13). Other HLA
polymorphisms which can be associated to SLE were not evaluated in the present

study.

Literature reveals heterogeneous results on the association of genes of HLA, STAT4,
IRF5 and BLK with manifestations of SLE. Some SNPs in STAT4 were associated
with the presence of lupus nephritis, severe SLE and the presence of anti-DNA and
anti-Sm antibodies (7, 8, 14, 20, 28, 29). SNPs of /IRF5 were associated to lupus
nephritis, cutaneous manifestations and autoantibodies as anti-DNA, anti-Ro and
anti-La (5, 14). BLK and its variants were also associated with lupus nephritis (9).

These results suggest that the genes have a role in the prognosis and evaluation of
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patients with SLE, but it is questioned by some authors due to the low level of
replication of the studies in populations of different ancestry (8). We found a possible
genetic association between JA and rs1327713 in the BLK gene. BLK codes for a
non-tyrosine kinase receptor from the Scr family, which is involved in the signaling,
development and differentiation of B lymphocytes (30). SNP rs13277113 is found in
an area located between BLK and C8orf1 genes. SNP and its variants significantly
reduce the expression of BLK, increasing the risk of developing SLE (7). It is
postulated that the altered levels of BLK protein can influence the tolerance
mechanisms of B lymphocytes, and possibly of T cells, Th-17 cells as well as
plasmacytoid dendritic cells. No other study tested its frequency in patients with JA.
The possible association of BLK and JA can bring questions on the role of B cells
and their performance in the pathogenesis of the disease. Previous studies also
suggested that there can be a participation of Interleukin-6 (IL-6) in the development
of JA (3, 31). Wallace et al. suggested that in patients with SLE, IL-6 is involved in
the hyperactivity of B cells and autoantibodies production, influencing the
differentiation of Th17 cells and acute phase proteins, and increasing the
inflammatory response (32). However, the performance of those molecules and their

interaction with possible risk genes is still completely unknown in SLE and JA.

It is important to highlight that many genes may not have a direct causal link when
analyzed on their own. It is necessary to understand the functional, structural and
regulatory consequences that SNPs can raise in an intracellular medium as well as
its possible interactions with environmental factors (33-35). The epigenetic
phenomena such as the methylation process can be influenced or induced by
environmental phenomena like UV radiation, inducing lupus (18, 36). Regulatory

Interferon genes are frequently demethylated and these alterations precede genetic
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transcription. Those mechanisms, currently thoroughly studied, represent an
important link between genetic and environmental factors. These epigenetic effects
influence the expression and function of the genes involved in SLE, showing that this
interaction is much more complex than it appears to be (36-39).
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