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RESUMO

O lupus eritematoso sistémico (LES) ¢ uma doenga complexa com diversas
anormalidades clinicas e fisioldgicas, unificadas pela producdo de um grande niimero de auto-
anticorpos, particularmente direcionados contra antigenos nucleares. Complexos de antigeno-
anticorpo depositam-se em superficies endoteliais e suscitam inflamac¢ao em diversos 6rgaos-
alvo tais como pele, rins, articulagdes, pleura, sistema nervoso e sangue. Multiplos genes e
fatores ambientais interagem para deflagrar mecanismos fisiopatoldgicos. Apoptose excessiva
e déficit de opsonizacdo e fagocitose de restos apoptoticos sdo fendmenos centrais na
patogénese do LES. Por outro lado, identificam-se inimeros defeitos na regulacao do sistema
imunolégico, acarretando hiper-reatividade na resposta antigénica, seja por ganho funcional
em mecanismos estimulatorios, seja por perda funcional em mecanismos inibitérios.

Estudos de /inkage identificaram no segmento cromossomial 2q37.3 forte ligacdo com
LES. Nesse locus esta o gene PDCD1 (programmed cell death -1) que codifica o receptor de
membrana PD-1, expresso em linfocitos ativados e macrofagos, que produz sinal inibitério ao
contacto com seus ligantes em células apresentadoras de antigeno e em células somaticas de
tecidos periféricos. Camundongos knocked out para o gene PDCDI apresentam sindrome
lupus-simile e anticorpos antinucleares.

Um haplotipo contendo o alelo A da mutacao G/A na posicao intronica 7146 no gene
PDCD1 (rs11568821) estd associado ao fenotipo lupico em populagdes de origem
escandinava, mexicana € euro-americana; com nefrite lipica em outra coorte sueca; com
anticorpos anticardiolipina em lipicos de Philadelphia; e em lupicos pediatricos na cidade do
México. Contrastantemente, na Espanha o alelo 7146-A ocorreu mais nos controles do que em
pacientes com LES. Esse segmento intronico € sitio de ligagdo do fator de transcricdo Runx-1,
o que refor¢ca a possibilidade desse SNP atuar na patogenia da doenca. Esses estudos de
associacdo precisam ser replicados e confirmados em outras populagdes de diferentes
ancestralidades.

No presente estudo, testamos a associacdo com LES do alelo A na posicao 7146 de
PDCDI em 207 pacientes com quatro ou mais critérios do American College of
Rheumatology para LES e 202 controles pareados da mesma regido geografica. Um segmento
de 180 pares de base foi amplificado por PCR e digerido pela enzima de restrigdo Pst-1. A
freqiiéncia do alelo A foi de 6.9 % em controles e de 8,2 % em pacientes lupicos, diferenga
sem significancia estatistica. Subgrupos lupicos, tais como envolvimento renal, trombose,
lupus pediatrico e outros caracteres nao diferiram dos controles na freqiiéncia do alelo A.

Nossos achados, em conjunto com os estudos prévios citados, suportam a
interpretacdo de que o gene PDCD]I deve estar associado ao LES, mas que a posi¢do 7146
nao deve ter vinculo causal, podendo apenas estar em desequilibrio de ligacdo com outro
hipotético SNP responsavel pela repercussdo funcional e participe da doenga.

Palavras-chave: Lupus. Genética. Polimorfismo. PD1. Imunorregulacao.



ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a complex disease with multiple clinical and
physiological abnormalities held together by the production of a great number of auto-
antibodies, most of them directed against nuclear material. Antigen-antibody complexes
deposited upon endothelial surfaces prompt inflammation on target organs like the skin,
kidneys, nervous system, blood, pleura and joints. Admittedly, many genes should act
together, along with environmental factors, to launch disease pathways. Apoptosis is a central
phenomenon in this scenario, with intrinsic incapacity to opsonise or digest nuclear debris. On
the other hand, several abnormalities have been ascribed to regulatory and executive arms of
the immune system which rend it over-reactive to antigenic challenge. Gain of function in
stimulatory signaling pathways or loss of function in inhibitory ones may result in such over-
reactivity.

Linkage studies have identified a locus in chromosome 2q37.3 strongly linked with
SLE. That is the locus of gene PDCDI (programmed cell death-1), which codes for the
membrane receptor PD-1, expressed in activated lymphocytes and macrophages, having an
inhibitory action when contacting its ligands on antigen presenting cells and in other somatic
tissues. Failure of this mechanism could result in autoimmunity, as long as a source of auto-
antigens is provided. Mice knocked-out for the PDCD-I gene present with a lupus-like
syndrome and anti-nuclear antibodies.

A haplotype containing the A allele on a G/A mutation at intronic position 7146
(rs11568821) of PDCDI demonstrated strong association of with SLE in Scandinavian,
Mexican and Euro-American patients, in another cohort from Sweden with renal disease, in
patients from Philadelphia with anti-phospholipid antibodies and in patients from Mexico
City with pediatric SLE. Otherwise, in Spain, 7146-A occurred significantly more in matched
controls than in SLE patients. Intronic segment 7146 is a binding site for transcription factor
RUNXI, so it is attractive to suppose that this SNP could play an important role in lupus
pathogenesis. The above mentioned association studies call for replication and confirmation
in other populations with diverse geographic provenience and different ancestry.

We tested the association with SLE of allele A at 7146 position of PDCD]I in 207

patients attended at the University Hospital in Manaus, Amazonas, Brazil, fulfilling at least
four of the 11 criteria of the American College of Rheumatology, and 202 matched controls
from the same region. A DNA segment of 180 bp was amplified by polymerase chain reaction
and then digested by restriction enzyme Pst-1. The frequency of allele A was 6,9% in controls
and 8,2% in SLE patients, a difference with no statistical significance. SLE subgroups such as
kidney disease, thrombotic disease, pediatric age and other features did not differ from
controls in allele A frequency.
Our findings, along with those of previous studies, support the view that PDCD1 gene may be
indeed associated with SLE, but that 7146 position may not be the causal SNP, but could be
in linkage disequilibrium with another putative SNP, the one to blame for functional
derangement and disease.

Key-words: Lupus. Genetics. Polymorphism. PD1. Immune-regulation.
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1.INTRODUCAO

O lupus eritematoso sistémico (LES) ¢ uma doenga inflamatoria cronica com multiplas
manifestagdes clinicas, que podem envolver diversos Orgdos e sistemas, incluindo pele,
articulagdes, membranas serosas, rins, sistema nervoso, globulos sangiiineos, coagulagdo e
outros (WALLACE 2002, TAN 1982). O denominador comum que garante unidade
nosoldgica em meio a tamanha diversidade clinica e patologica € a presenca de auto-
imunidade direcionada contra antigenos nucleares (HAHN 1998). Anticorpos antinucleares,
por agdo direta ou por depdsito em diferentes leitos vasculares, acarretam inflamagdo e
disfungdo em diferentes tecidos, gerando os quadros clinicos multiplos do LES (ALARCON-

SEGOVIA 2004).

O entendimento da imunopatogenia do LES ¢ um passo fundamental para seu correto
manejo diagnostico e terapéutico e para o desenvolvimento de novos farmacos direcionados a
alvos estratégicos. Entretanto, a montagem de um esquema imunopatogenético global para o
LES ndo ¢ matéria facil, posto que multiplas anormalidades imunoldgicas ja identificadas
devem ser explicadas e integradas em uma moldura comum. Sido as grandes vias
imunopatogénicas que desembocam em um escoadouro final que ¢ o lupus clinico. Entre
essas anormalidades destacam-se: hiperatividade de linfocitos B com proliferacdo policlonal e
hipergamaglobulinemia; aumento da taxa de apoptose, como observado em linfocitos e
queratindcitos, com dificuldade de eliminac¢do dos restos apoptoticos; presenga de anticorpos
antinucleares da classe IgG com maturagdo de afinidade, o que implica em serem gerados por
um processo T-dependente e dirigido para antigeno; disfuncdo na regulagdo de linfocitos T;
dificuldade na circulagdio e remoc¢do de complexos antigeno-anticorpo, com eventual

deposicao tissular; alteragdo no perfil de atividade de diversas citocinas, contribuindo para um
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ambiente pro-inflamatério em tecidos-alvo, mas predominantemente Th2 sob influéncia da
IL-4 em sitios linfopoiéticos; importante modulacdo hormonal, que se reflete na preferéncia
do LES pelo género feminino e faixa etaria pos-puberal; e importante participagdo de
desencadeantes ambientais, que se reflete na concordancia de apenas 50% em gémeos

monozigoticos.

Cada um desses multiplos setores ¢ sujeito a determinantes genéticos proprios, o que
resulta em dizer que no LES um niimero expressivo de genes, na ordem estimada de uma
centena, pode de alguma forma participar e interagir na patogenia da doenga. Polimorfismos
genéticos de hipofung¢do, hiperfungao, hipoexpressao ou hiperexpressdo formam a base para a
participagdo de cada gene na composicao e heredabilidade da doenga. Cada paciente, porém, ¢
individual e carrega uma combinagdo particular de apenas alguns desses genes polimorficos, o
que contribui para a diversidade — genética, imunologica e clinica — do LES. A busca por
esses genes polimorficos ¢ uma maneira ardua, mas racional de dissecar a doenga, trazendo a
tona as vias imunopatogénicas possiveis € as atuantes em um determinado paciente,
permitindo listar e hierarquizar os polimorfismos, e definir alvos para o desenvolvimento de

terapia direcionada.

Um possivel polimorfismo genético ocorre no gene PDCD-1, com loécus em 2q.37.3,
codificante da proteina PD-1, que regula negativamente a resposta de linfécitos T. A troca de
uma guanina por uma adenina na posi¢ao intronica 7146 altera o sitio de ligagdao do fator de
transcricdo RUNX-1, com possivel hipoexpressao da molécula inibitoria PD-1, o que, em
acdo conjunta com outros genes e fatores ambientais, acarretaria hiper-responsividade,
proliferagdo policlonal e apoptose excessiva de linfocitos B, concorrendo para a formacao de
anticorpos antinucleares. No presente trabalho ¢ relatada a freqiiéncia do polimorfismo 7146-
G/A do gene PCDC-1 em populacao lupica acompanhada no Estado do Amazonas e em um

grupo controle de individuos sadios.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO: AUTO-IMUNIDADE,

GENETICA E MEIO AMBIENTE

No LES algumas alteragdes basicas da resposta imunoldgica e da resposta inflamatoria
costumam estar habitualmente presentes, as quais contribuem para a producao de anticorpos
antinucleares patoldgicos e para a configuracdo final da doenca. Todo enquadramento tedrico
de fendmenos naturais tende ao reducionismo e nao deve ser encarado como uma fotografia
estanque. Assim, essas vias imunopaticas devem ser entendidas como possibilidades
funcionais, que variam de doente para doente, que as vezes se entrelagam e se somam com
sinergismo, as vezes se anulam com antagonismo, € tem suporte em diferentes polimorfismos
genéticos € moduladores ambientais. Vamos aqui analisar separadamente o disturbio na
geracdo de células apoptoticas e depuragdo de restos apoptoticos; a hiper-reatividade de
linfocitos B e a proliferacdo B policlonal; a mudanca no padrdo de producdo de anticorpos
antinucleares, de naturais para patologicos, de classe IgG, com matura¢do de afinidade
dependente de célula T e dirigida por antigeno; o distirbio de regulacdo de linfécitos T; o
distirbio no processamento de imuno-complexos; o distirbio na produgdo de citocinas
configurando um ambiente pro-inflamatorio em orgaos-alvo e um ambiente Th2 em setores
linfopoiéticos; uma disfungcdo imuno-neuro-enddcrina envolvendo esterdides gonadais,
prolactina e o eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal e seus receptores periféricos; e finalmente a
afinidade e susceptibilidade de orgdos-alvo a agressdo imunopatica, seja por depdsito de

complexos antigeno-anticorpo, seja por citotoxicidade direta .
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Alguns defeitos genéticos podem atuar em mais de uma dessas vias. Algumas s6 tém
expressdo funcional quando moduladas por desencadeantes ambientais. A figura 1 mostra um
esquema possivel, que tenta integrar e organizar temporalmente esses grandes caminhos que

levam ao lupus clinico.

| Citocinas / IL-4 /IFN a |

| Infeccdes | | Luz UV |

APOPTOSE DEPURACAO
EXCESSIVA DE RESTOS
_U APOPTOTICOS

HIPEROFERTA
DE ANTIGENOS
NUCLEARES

hes

CELULAS
. S tibilidad
DENDRITICAS | o Orgo-Alvo

ANTICORPOS I I ANTICORPOS
ANTI ANTI
NUCLEARES |l > NUCLEARES
NATURAIS ‘i r PATOLOGICOS TISSULAR
Hiperresponsividade -
BeT Polimorfismos
pro-inflamatorios
periféricos

Figura 1. Vias imunopaticas possiveis no LES. Adaptado de Passos LF, 2001

2.1.1 Proliferacao de linfocitos B e apoptote

Proliferacdo policlonal de linfécitos B e hipergamaglobulinemia sdo observacdes
antigas e notorias na patogenia do LES. Mais recentemente tem sido observado o aumento da
taxa de apoptose em linfocitos € monocitos circulantes em sangue periférico (EMLEN 1994,

ROSE 1997). Esse fato suscita duas indagacgdes: o que leva linfocitos B a proliferagao
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policlonal e a eventual apoptose? E quais as conseqiiéncias funcionais da excessiva formagao

de restos apoptoticos?

Expansdo oligoclonal sob demanda fisiologica, induzida por antigeno, ¢ um atributo
constitutivo dos linfocitos em geral. O toque inicial ¢ o proprio antigeno, devidamente
apresentado no ambiente restrito do MHC (Major Histocompatibility Complex) de classe I1.
As moléculas receptoras de co-estimulo na superficie do linfocito T CD4+ dao em seguida o
segundo sinal: moléculas CD28 um sinal estimulatorio, ¢ moléculas CTLA-4 um sinal
inibitorio, devidamente acionadas pelos seus ligantes comuns CD-80 e CD-86 (também
chamados B7-1 e B7-2) presentes em linfocitos B, macrofagos e células dendriticas. Em
seguida o sinal estimulatorio ¢ mantido pela molécula ICOS (acionada pelo ICOS-L) e o sinal
inibitorio pela molécula PD-1 (acionada pelos ligantes PD-L1 e PD-L2) (FREEMAN 2000).
Para a ativagdo de linfécito B, a molécula CD-40, também estimulatdria, ¢ acionada pelo CD-
40-ligante (CITORES 2004) presente em linfocitos T, como também as moléculas TACI e
BMCA(GROSS 2000), acionadas por seu ligante, a molécula BLyS (STOHL 2002), presente
em macréfagos, monocitos e células dendriticas. Receptores de baixa afinidade para o
fragmento Fc de imunoglobulina G presente em imuno-complexos podem sinalizar linfocitos
B de forma inibitoria (FcyR-II-B) ou de forma estimulatéria (FcRyIIA, FCcRyIITA e FcRyIIIB),
assim como células endoteliais em 6rgaos-alvo periféricos. As moléculas BTLA e CD-22
também dao sinais inibitorios.

Polimorfismos genéticos que alterem positivamente a funcdo das moléculas
estimulatdrias ou negativamente as moléculas inibitérias carregam a potencialidade de tornar
o linfocito B hiper-reativo, desenvolvendo expansao mitotica, que acaba ou em apoptose ou
em diferenciacdo em célula plasmatica e produgao de imunoglobulinas. Sendo um defeito
gendmico, a expressao ¢ pan-linfocitica e a proliferacdo € policlonal. Varios polimorfismos

genéticos nessas moléculas regulatorias de linfocito B tem sido descritos em populacdes
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lupicas (HUTLOFF 2004, ZHANG 2001, DAVIDSON 2005) geralmente com prevaléncias

distintas em diferentes etnias e ancestralidades.

Por outro lado, as infec¢des em geral tém o potencial de gerar proliferacdo linfocitica
fisiologica e autolimitada, mas que em um cendrio lupico redunda em maior oferta apoptotica,
piora pontual da disfun¢do auto-imune e exacerbagdo clinica da doenga. Além da via usual,
dirigida por antigeno T-dependente, estimulo mais intenso e mais amplo ocorrera com agentes
infecciosos que disponham dos chamados superantigenos bacterianos ou virais, que ativam
diretamente o receptor B ou T, gerando expansdo mitdtica independente de antigeno. Alguns
patogenos, entretanto, sdo mais incisivos por terem intrinsecamente a capacidade de provocar
uma proliferagdo B policlonal, como ¢ o caso do Plasmodium falciparum e do virus de
Epstein-Barr (EPV). No caso do plasmodio, ocorre a producdo do chamado “mitégeno da
maldria”, que funciona como um mecanismo de escape que coloca o sistema imune em acao
de forma inespecifica e descoordenada, tirando o foco da agdo antimalédrica que se fazia
necessaria. Na malaria ¢ bem documentado o excesso apoptotico e a formagao de anticorpos

antinucleares (BALDE 1995).

A participacdo do EBV no LES ¢ mais complexa (GROSS 2005), pois esse virus
incorpora-se ao genoma de linfocitos B, provocando um distarbio proliferativo permanente.
Diz-se que o EBV “imortaliza” o linfécito B, mas essa expressao nao ¢ feliz, pois in vivo o
linfécito nao fica “imortal” e eventualmente morre por apoptose. A prevaléncia do EBV em
lupicos € rigorosamente 100%. Nao ha lupus sem EBV. Talvez a aquisicdo do EBV, que
ocorre na infancia e adolescéncia, seja, junto com o alvorecer estrogénico da puberdade, o

relogio que desperta o processo imunopatico da doenca.

Outra alteragdo que faz sentido fisiologicamente, ja tendo polimorfismos descritos em
populagdes lupicas, € a hiperexpressao da molécula FAS-ligante, que ¢ o sinal definitivo que

desencadeia a apoptose em um linfocito B ativado, que apresenta para sua auto-extingdo a
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molécula FAS em sua superficie. Outra alteracdo significativa é a ocorréncia de
polimorfismos nas moléculas do sistema imune inato chamadas “Toll-like-Receptors” (TLR)
que reconhecem principalmente padrdes moleculares associados aos patdogenos ou padrdes
repetitivos como segmentos de DNA, principalmente o TLR-9, que preferencialmente
reconhece DNA CpG ndo metilado, e possivelmente outros TLR, como o TLR3, TLR4, TLR7
e TLR8 (BACALLA, 2007; RAHMAN, 2006, LENERT, 2006). No lapus, complexos de
imunoglobulina com DNA e nucleossomas estimulam duplamente o linfécito B
(PAPADIMITRAKI ED, 2006) que acopla o fragmento Fc por meio do FcRy ou do receptor
de complemento (CR2), e o residuo de DNA reconhecido pelos TLRs (MEANS 2005).
Moléculas polimorficas de TLR-9 com resposta exacerbada geram, ao entrar em contato com
complexos-imune anti-DNA, um circulo vicioso ou um moto-continuo, na seguinte seqiiéncia:
complexos Ig-DNA - TLR-9 e FcyR - proliferacdo de linfocitos B > apoptose >
antigenos nucleares = ativacdo de linfocitos B = anticorpos antinucleares = complexo Ig-

DNA-> TLR-9 e FcyR =2 = .

Outra célula propensa entrar em apoptose ¢ o queratinocito da epiderme. Quando
estimulado por luz ultravioleta (UV), o queratinocito fica em estado de ativacdo, libera
linfocinas pro-inflamatoérias e acaba por sofrer apoptose, enquanto as células da basal
proliferam para manter o plantel de queratindcitos estavel (HUBER 2006). E notério o fato da
luz solar exacerbar o lupus, ndo s6 em nivel local, cutdneo, mas também em nivel sistémico —
articular e renal (MORISON 2004). Queratindcitos em cultura submetidos a um choque de luz
UV servem como modelo ex-vivo de produgao de antigenos nucleares por células em processo

apoptético (CASCIOLA-ROSEN 1997).
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2.1.2 Depuracio de restos apoptoticos

A apoptose ¢ um fendmeno normal, rotineiro, fisiologico. Mesmo ocorrendo em ritmo
mais acelerado, o organismo da conta de processar os seus residuos e elimina-los de maneira

rapida e eficaz.

E um processo organizado, um desmonte metédico e limpo de toda arquitetura celular,
executado por enzimas especificas, incluindo a familia das caspases, que atuam
preponderantemente no citoesqueleto e na cromatina. Clivagem da ligagcdo do citoesqueleto
com a membrana citoplasmatica torna essa membrana livre, formando “bolhas” (em inglés
“blebs”) citoplasmaticas. Clivagem da cromatina libera particulas chamadas nucleossomas,
que constam de oito unidades de histona envoltas por fita de DNA. Resultam fragmentos com
nimeros variaveis de nucleossomas, que migram equidistantemente numa eletroforese, dando
o aspecto de escadinha (ladder), patognomonico da apoptose. A membrana celular recobre
entdo restos nucleares e organelas citoplasmaticas, formando corptsculos apoptoticos que
serdo ingeridos por macrofagos, neutrofilos e mesmo fagocitos ndo profissionais como células
epiteliais e mesenquimais. Uma vez fagocitados, os corptisculos apoptoticos serdo digeridos
por proteases e DNAses nos lisosomas das células ingestoras. Ressalte-se que o
comportamento dessas células fagociticas ¢ silencioso, com secrecdo de citocinas
antiinflamatérias (IL-10, TGFa) e auséncia de processamento imunogénico do conteudo
ingerido (COHEN PL 2007). Quando o citoesqueleto se destaca da membrana citoplasmatica,
ocorre a inversdo de sua polaridade, com fosfolipideos que antes faceavam o meio interno da
célula agora revertendo para o meio externo. Com essa inversao, a membrana se desliga de
moléculas como a fibronectina, vitronectina e outras ancoras da matriz intersticial, o que
facilita o trafego dos corpusculos apoptoticos até o fagdcito. O processo de ingestdo €

facilitado por diversas opsoninas, como o complemento, a proteina C-reativa e a lectina de
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ligacdo da manose (MBL — manose binging lectin) (TAKAHASHI 2005). Fosfolipideos
resultantes da inversio da membrana citoplasmatica interagem com anticorpos
antifosfolipidicos naturais, que fixam complemento com subseqiiente opsonizacao.
Demonstrou-se que antigenos nucleares incorporam-se nas bolhas (blebs) citoplasmaticas
(CASCIOLA-ROSEN 1997), onde sdao reconhecidos por anticorpos antinucleares naturais,

sendo, portanto, mais um elemento para opsonizagao dos restos apoptoticos.

Esse mecanismo de limpeza — elegante, rapido, silencioso e eficaz — pode ndo
funcionar de forma tdo perfeita em duas situagdes especiais: em primeiro lugar, caso ocorra
limita¢@o na opsonizagdo dos restos apoptdticos por deficiéncia de moléculas intermediarias;
em segundo lugar caso ocorra deficiéncia da enzima DNAse nas células fagociticas,
incapacitando a digestdo lisossomial do DNA ingerido. Exatamente essas duas anormalidades
tém sido registradas no LES (PASSOS 1997, SIGAL 2007). Alelos nulos de Clq e C4
encerram alta probabilidade de desenvolvimento de LES, da ordem de 95% no caso de Clq.
Ressalte-se que essas fragdes do sistema complemento (C1q e C4) tém atividade intrinseca de
opsonina. Como as vias iniciais do sistema complemento sao redundantes, casos de alelia nula
ndo sdo incompativeis com a vida, desde que haja preservagdo da via final, possibilitando a
ativacdo de C9. No caso do gene C4, componente do MHC no cromossoma 6, ocorre um
polimorfismo quantitativo, pois o gene repete-se de uma a quatro vezes em cada haplotipo,
independente de quaisquer mutagdes pontuais (SNP). Individuos com oito coOpias sao
hiperexpressores de C4; individuos com duas copias sdo hipoexpressores, e susceptiveis ao
LES (YU, 2004). Polimorfismos genéticos no gene da proteina C-reativa (TSAO 1999) e da
manose binding lectin (MBL) também estao associados ao LES em algumas etnias estudadas,
também por conta de insuficiéncia opsonisatéria de restos apoptoticos. Por outro lado,

polimorfismos com hipoexpressao de DNAse I e DNAse II tem sido registrados em algumas
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populacdes lupicas (SHIN, 2005). Camundongos knock-out para DNAse I e II desenvolvem

quadros patologicos compativeis com LES (TSUKUMO, 2004).

Nessas situagdes corpusculos apoptdticos acumulam-se no meio externo € o
organismo lanca mao de células dendriticas para tentar fagocitose e digestio (ALBERT
1998). Sem grande sucesso, porém, € com uma agravante: as células dendriticas processam o
material ingerido ao seu estilo, de forma imunogénica, apresentando fragmentos do antigeno
em moléculas HLA de classe II, com todas os elementos de co-estimulo necessarios para
desencadear uma resposta proliferativa em linfocitos T auto-reativos virgens, que se

mantinham anérgicos gragas aos mecanismos usuais de tolerancia periférica (WATTS, 2007).

2.1.3 Papel do linfocito T

“Horror autotéxico” ndo existe. Hoje se sabe que auto-anticorpos naturais estdo
presentes desde o nascimento, perduram por toda a vida, e cumprem importantes funcdes
homeostaticas. Sdo produzidos pelos linfécitos do tipo B1l, CDS5 positivos, localizados na
zona marginal de linfonodos e do bago, e na cavidade peritoneal de murinos, tém baixa
capacidade mitotica, produzem auto-anticorpos da classe predominantemente IgM, sdo de
linhagem germinativa, poli-reativos e de baixa afinidade. Reagem via BCR (B cell receptor)
com auto-antigenos ubiquos, livres, como nucleossomas, proteinas do citoesqueleto,
membranas fosfolipidicas, em uma resposta T-independente. Os auto-anticorpos ditos naturais
produzidos por linfocitos B1 atuam como scavengers de restos apoptoticos por sua
capacidade de fixar complemento para gerar opsonizacdo. Reagem também com
microorganismos diversos, em ligacdo de baixa afinidade, comportando-se como um
elemento do sistema inato de defesa. Como toda célula B, as células B1 s3o apresentadoras de

antigeno (MONTECINO-RODRIGUEZ, 2006). Caso o antigeno — endégeno ou exdgeno —
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seja apresentado ao linfocito T por célula dendritica, e esse linfocito T ativado reconheca a
célula B1 e a co-estimule com CD-40-L, a célula B1 pode despertar e entrar em processo de
mudanga de classe (shift de IgM para IgG ou IgA), passando a apresentar mutacdo somatica
na cadeia hipervaridvel da imunoglobulina, processo denominado de maturacdo de afinidade,
sofrendo expansdo mitotica em centro germinativo (MILNER 2005). Desta forma, o linfocito
T sensibilizado poderd desencadear uma resposta B madura, IgG, hipermutada, através de um
linfécito B naive, de zona folicular, ou através desses linfocitos B1 de zona marginal, que
funcionariam como um molde bdsico inicial — inato e inespecifico — para microorganismos
diversos, que depois melhorarda com mudanca de classe e afinamento de especificidade

(MILNER 2005).

Os anticorpos antinucleares patoldgicos e patogénicos encontrados no LES apresentam
algumas diferengas em relacdo aos anticorpos antinucleares naturais. Sdo IgG, de alta
afinidade, com mutagdes em regido hipervariavel que indicam um desenvolvimento T-
dependente, dirigido pelo antigeno. A participacao de células dendriticas na fagocitose de
restos apoptoticos pode explicar a ativacdo dessas células T auto-reativas virgens. A
existéncia de células T com afinidade por auto-antigenos € possivel uma vez que o expurgo de
células auto-reativas no timo nao ¢ um fendmeno radical, podendo haver escape de células
com afinidade intermediaria pelo auto-antigeno, uma vez que a selecdo negativa e delegdo

clonal sao reservadas para os auto-antigenos de alta afinidade (ABBAS KA, 2004).

Por outro lado, defeitos intrinsecos da regulagdo de linfocitos T podem agir como
fatores facilitadores ou amplificadores dessa resposta T-dependente (HOFFMAN 2004). O
complexo CD3 ¢ um hexamero formado por um par de cadeia y-g, um par €-6 ¢ um par (-C.
Nambiar e Tsokos (2003) descrevem em 77% dos pacientes lipicos a expressdo nula da
cadeia zeta ({), mesmo ao nivel de RNA, de forma constitutiva, independente de fase clinica

ou tratamento, acompanhada de hiper-resposta citoplasmatica a ativagcdo de CD3, e
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conseqiiente expressdo aumentada das moléculas CD-40-ligante e FAS-ligante, com o

potencial de ativar e proliferar células B (CD-40), e a0 mesmo tempo induzir sua apoptose

(FAS).

Quando um processo auto-imune envolve ativagdo de célula T é provavel que inclua
restri¢do pelas moléculas HLA de classe II. E isso efetivamente tem sido observado no LES.
O impacto dos polimorfismos em HLA-D ¢ muito menor no lipus do que em outras doengas
auto-imunes como a artrite reumatoide e o diabetes tipo 1. Registra-se em caucasianos uma
associagido com o HLA-DR2 e HLA-DR3, representados nos haplétipos
(DRB1*1501(DR2)/DQB1*0602 ¢ DRB1*0301(DR3)/DQB1*0201) (GRAHAM 2002). O
haplotipo com DR3 apresenta desequilibrio de ligagdo intenso com genes do HLA de classe
II1, quase ndo havendo variabilidade nos alelos apurados, tornando incerta a conclusdo de que
o DRB1*0301(DR3) seja, isoladamente, um alelo implicado. Associagdes do HLA tém sido
mais observadas com subfenotipos do LES do que propriamente com o fenotipo global
definido pelos critérios do American College of Rheumatology. Assim, associacdes HLA
com determinados anticorpos antinucleares foram relatadas — anti-Ro e anti-La com certos

alelos DR-Q; anti-Sm e anti-RNP com DR4/DQ3; anti-fosfolipidio com DR4/DQ7.

Em 1989 Harley levantou a interessante hipotese de que a heterogeneidade clinica do
LES se deveria a diversidade polimoérfica dos HLAs de classell (HARLEY 1989). Havendo
no processo apoptotico a produgdo de multiplos antigenos nucleares (RIEMEKASTEN 2005),
a capacidade de reacdo a esses antigenos dependeria da capacidade de interagdo deles com as
moléculas de HLA de classe II, que variam de pessoa para pessoa, o que determinaria o tipo
de anticorpo antinuclear que o individuo ¢ capaz de produzir, talvez definindo assim o

subfenoétipo de lapus que o individuo poderia de desenvolver.
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2.1.4 Citocinas e genes com assinatura do IFN

Em qualquer doenga inflamatoria cronica de causa auto-imune ¢ dificil saber se o
comportamento de uma determinada citocina ¢ um defeito genético primario ou se ¢ um
epifendmeno, secundédrio ao processo inflamatério em si. Analisar uma citocina, ou um
conjunto de citocinas numa doenca inflamatoria cronica ¢ uma tarefa realmente complexa,
pois as citocinas sdo muitas, uma pode alterar a expressdo de outra, e seus niveis variam de
momento a momento conforme a atividade da doenca, a terapia empregada e até o 6rgao de
onde a amostra foi retirada (SANCHES E, 2006). De uma maneira geral, admite-se que no
LES ha uma predominancia de citocinas de padrao Th2, o que estd de acordo com a patogenia
da doenga, mediada por expansao B, anticorpos e complexos imune, diferentemente da artrite
reumatdide e diabetes tipo I, que tem um padrao Thl e patogenia mediada por células T
efetoras, que invadem o 6rgdo alvo e ai promovem destrui¢do (insulite no diabetes) ou
proliferacdo (PANAYI 1992) (pannus na artrite reumatoéide). Polimorfismos genéticos em IL-
10 (CHONG 2004), IL-6, IL-4, IL-18, TNFa e outras citocinas e respectivos receptores tem
sido descritos sem muita consisténcia em pacientes lipicos, com positividade em algumas

etnias, em outras ndo (MAGNUNSON 2001).

Por outro lado, os chamados “genes com assinatura de interferon” constituem um
padrdao de expressdo protéica que se manifesta com boa reprodutibilidade no LES (KIROU
2005). Trata-se de um conjunto de peptideos — citocinas, receptores de membrana e
citoplasmaticos, fatores de transcrigdo — que se expressam sincronicamente em linfocitos B,
T, monocitos, macréfagos e células dendriticas, apds ativagdo dos respectivos receptores de
IFN-a (IFNAR). Esse conjunto protéico tem uma funcdo global de imunoestimulagdo,
usualmente para defesa anti-viral, ¢ bem detectado em microarrays de RNA (HAN 2003), e
correlaciona-se fortemente com a atividade e a severidade do lupus. O receptor IFNAR ¢

ativado por todos os interferons-tipo-I, que incluem 13 subtipos de interferon-a (13 genes
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distintos) e mais o INF-B, INF-o, INF-¢ e INF-k. Ap6s acoplamento com um dos seus
ligantes, o IFNAR aciona a tirosina-cinase-2 (TYK-2) e a janus-cinase-1 (JAK-1) e vérios
ativadores de transcri¢do, entre eles o IRF-5 (interferon regulatory factor-5) e os STAT-1-6,
que desencadeiam a resposta transcriptiva desse conjunto de proteinas imuno-estimulatdrias.
O grande produtor dos interferons-tipo-I no lipus ¢ a célula dendritica plasmocitoide (PDC -
plasmocytoid dendritic cell,), quando em contato com complexos imunes Ig-DNA, havendo
interagdo do 4cido nucléico com o TLR-9 (7Toll-Like Receptor-9) e da imunoglobulina com o
receptor de Fc do tipo FcyRIIA. Essa resposta poderia ser encarada, portanto, como um
fendmeno meramente fisioldgico, conseqiiéncia do excesso de imuno-complexos no LES. Por
outro lado, foram descritos polimorfismos genéticos na TYK-2, no IRF-5, no TLR-9 e no
FcyR2A que segregam fortemente com o fendtipo clinico de lapus, fazendo supor que sejam
polimorfismos com ganho de fun¢do, que poderiam ter participacdo diferencial na patogenia
da doenca, tornando a célula dendritica plasmocitoéide hiper-reativa a seus ligantes — virus e
imunocomplexos com acidos nucléicos — hiperproduzindo IFN-a e preparando todo o plantel

celular — linfécitos B, T, macrofagos e células dendriticas mieloides — para a auto-reagao.

2.1.5 Epigenética e Xenobioticos

A expressao momentanea do DNA em uma célula depende de como esse DNA ¢
acondicionado na cromatina, de como ele é protegido de uma leitura indevida e de como ele
desnuda segmentos promotores de transcricdo quando a leitura ¢ oportuna. Essa faina de
esconder segmentos / expor segmentos ¢ efetivada através de modificagcdes co-valentes da
cromatina tais como a metilacdo do DNA e acetilagdo de histonas. Em um determinado
momento, uma determinada célula s6 tem em atividade alguns dos seus 30.000 genes: aqueles
encarregados da manuteng¢do de processos basicos (“housekeeping”) e os genes funcionais

especificos da etapa de diferenciagdo em que a célula se encontra. S3o os genes “necessarios”
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para aquela etapa de diferenciagdo. Todos os outros, “desnecessarios”, sdo mantidos
quiescentes gragas a metilagdo de algumas citosinas, preferencialmente aquelas seguidas de
uma guanina, os chamados dinucleotideos CpG (CpG = Cytosine-phosphate-Guanine). Em
mitose, no momento da duplicagdo do DNA, a DNA-metil-transferase metila exatamente as
citosinas correspondentes a citosinas ja metiladas na fita-mae, o que garante que o padrao de
metilagdo do DNA da célula filha serd exatamente igual ao da célula mae. Chama-se de
epigenética a area do conhecimento que estuda essas modificagdes herdaveis do DNA, que
modulam a transcri¢do, mas ndo alteraram a seqiiéncia nucleotidica. O foco maior da
epigenética ¢ a influéncia exercida por fatores ambientais — drogas, poluentes, agentes
quimicos, metais pesados, e outros elementos, que em conjunto sdo chamados de
xenobidticos. E possivel que xenobidticos desencadeiem processos epigenéticos como a
metilacdo de DNA e possam provocar a leitura indevida de alguns genes e a repressao
indevida de outros e com isso acarretar distirbios funcionais que resultam clinicamente em
cancer, auto-imunidade e outras doengas complexas. Processos epigenéticos podem desnudar
segmentos de DNA ricos em CpG, que tem maior capacidade de estimular os TLR e ativar a
resposta imune (JANUCHOWSKI R, 2004).

O Iupus pode ser induzido por drogas, como a isoniazida, a procainamida, a
hidralazina, e outras. O que ocorre ¢ um tipico exemplo de efeito epigenético. A
procainamida, antigamente usada como antiarritmico, ¢ também inibidor competitivo de uma
das DNA-metil-transferases, causando um déficit geral de metilagdo na cromatina, o que
provoca no linfocito T a hiperexpressdo de varios genes (INF-y, IL-4, perforina, CD70,
CDl11a, entre outros), conforme observado in vitro, em modelos animais e em pacientes com
arritmia (BALLESTAR 2006). A 5-aza-citosina, um andlogo da citosina, faz ligagdo
covalente com a DNA-metil-transferase, inibindo-a irreversivelmente. A hidralazina inibe a

fosfocinase Ras-MAPK, que sinaliza a expressao da DNA-metil-transferase, acarretando sua
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hipoexpressao e ndo metilagdo dos promotores de varios genes de linfocitos, que passam a ser
hiperexpressos. A molécula LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1), um hetero-
dimero de CDIlla e CD18, ¢ uma das moléculas hiperexpressas quando a DNA-metil-
transferase ¢ inibida. LFA-1 ¢ uma B2-integrina que estabiliza a liga¢do do receptor T (TCR)
com o MHC de classe II de células apresentadoras de antigeno (células dendriticas, linfécito
B, macrofago, e outras). Com a hiperexpressao de LFA-1, ocorre uma supra-estabilizacdo da
ligacdo B-T (RICHARDSON 2003), com incentivo a expansdo, a ativagdo bilateral e a
produgdo de anticorpos contra antigenos de baixa afinidade ou até mesmo sem antigeno. A
supra-estabilizagdo da ligagdo linfocito-macrofago resulta na apoptose do macrofago,
induzida pela via normal do FAS-Ligante ou por acdo da perforina, cujo gene também ¢
desmetilado pelo bloqueio da metil-transferase. Com o excedente apoptdtico, no caso de
macrofagos, aparecem auto-antigenos nucleares que direcionardo a auto-imunidade tirando
proveito da supra-estabiliza¢do da ligacdo B-T. Especula-se que mecanismos elegantes como
os descritos acima possam funcionar com outros farmacos e xenobidticos em geral, tanto no
lupus como em outros transtornos auto-imunes. Note-se que o lupus induzido por droga ¢
reversivel, com alteracdes clinicas desaparecendo alguns meses apos a retirada da droga, o
que reforca a origem epigenética do problema (VASOO S, 2006).

Hé4 uma situacdo em que um real polimorfismo de DNA se manifesta por via
epigenética. A Poli-ADP-Ribose-Polimerase (PARP) ¢ uma enzima reparadora do DNA,
situada no braco longo do cromossoma 1 (1g42), locus fortemente vinculado ao ltipus em
estudos familiares de varredura gendmica (RUSSELL 2004). Seu produto, a poli-ADP-ribose
pode ligar-se a DNA-metil-transferase e inativa-la. Polimorfismos (SNP) com hiperexpressao
da PARP no lupus (HUR 2006) poderiam desencadear mecanismos similares aos
desencadeados por drogas como a procainamida, por meio da hipometilagdo de DNA,

hiperexpressao de LFA-1 e perforina (RICHARDSON 2003).
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Por outro lado, o efeito de drogas e xenobioticos dependerd também de genes que
influenciam a bio-transformagdo no metabolito final que serd responsavel pela agdo
epigenética. No lipus induzido por propil-tio-uracil o agente ativo ¢ o acido propil-uracil-
sulfonico; no caso da procainamida, a N-hidroxi-procainamida. A primeira etapa do
metabolismo dessas drogas ¢ efetuada pelas enzimas do complexo citocromo-oxidase-P450,
de localizacdo hepatica ou macrofagica. Trata-se de um sistema com diversas iso-enzimas e
diversos polimoérficos genéticos, que podem estar ligados aos fendtipos do lupus induzido por
droga. O lupus induzido por fenitoina esta associado a CYP1A2; o lapus induzido por
carbamazepina, dapsona e quinidina estd associado a CYP2EI; o lupus associado a aminas
aromaticas esta associado a CYPIA2. A segunda fase da detoxificacdo de drogas ¢ a
conjugacdo com moléculas organicas (acetilacdo, glicuronizacdo, etc) para aumentar sua
solubilidade e facilitar sua excrecdo. Importante enzima desta fase ¢ a N-acetil-transferase,
que apresenta um polimorfismo de grande penetrincia, sendo metade dos individuos
caucasianos homozigotos para o fendtipo de acetilador lento. Essas pessoas retardam a
eliminacdo de diversas drogas, acarretando maiores niveis e maior incidéncia de efeitos
colaterais, inclusive auto-imunidade. No lipus induzido por hidralazina, isoniazida,

procainamida, dapsona e sulfasalazina o fenodtipo do paciente ¢ sempre de acetilador lento

(WOOSLEY 1978).

2.1.6 Modulacao hormonal

O ambiente hormonal ¢ um fator importante na patogenia lupica, basta ver a incidéncia
de nove mulheres para um homem, o inicio das manifestagdes clinicas apds a puberdade e a
tendéncia da doenga a piorar na gravidez. Além da influéncia maior dos esterdides gonadais, a
prolactina e o eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal também tém participagdo relevante no

determinismo nosologico (GRIMALDI 2006).
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Raras sdo as doengas em patologia humana que apresentam um viés de género tio alto
(BEESON 1994). Admite-se, portanto, que o ambiente estrogénico — ou um outro fator ligado
a0 sexo ou aos cromossomos X € Y — tenha um papel de alta hierarquia na patogenia do lupus.
Tem sido demonstrados, em pacientes lupicas, baixos niveis de testosterona e uma tendéncia a
metabolizar estrogenos no sentido da 16o-hidroxi-estrona e estriol, via muito mais
feminilizante que a usual no sentido de 2-hidroxi-catecol-estrogenos (LAHITA 1999).
Discute-se, porém, se essas peculiaridades tém alguma influéncia no sistema imune e algum
papel geracdo da doenga. Por outro lado, € certo que linfocitos B e T expressam receptores de
estrogeno no citoplasma. Observa-se em modelos animais e in vitro que sob acdo estrogénica
ocorre expansao e ativacao dos linfocitos da zona marginal, tipo B1, que passam a expressar o
gene Bcl-2, dito antiapoptotico, que mantém a populacdo linfocitica em proliferagdo. Ja a
prolactina ativa o gene Bcl-2 e o CD40 prolongando a sobrevivéncia e promovendo ativacao,
atingindo inclusive a populacdo B naive da zona folicular (GRIMALDI 2005). Por outro lado,
com a puberdade ocorre a expressdo da molécula CD154 (FAS-Ligante, indutor de apoptose)
em linfocitos T (LAMASON 2006), suscitando o ciclo recorrente de expansdao B e morte
celular, que estd no amago da patogenia lupica.
Conseqliéncia ou ndo dessas expressoes génicas estrogeno-dependentes, admite-se que
o lapus seja uma doenca Th2. Observa-se uma tendéncia a piora clinica durante a gravidez,
que por si s6 ja € um periodo de predominio Th2. Faz sentido, na gravidez, restringir as ag¢des
Th1 para ndo haver rejeicao do implante paterno-fetal, e aumentar as acdes Th2 — expansao B
e anticorpogénese — para transmitir ao concepto por via transplacentaria o maximo de
imunidade humoral materna. Nao estd claro se existem defeitos genéticos primarios
consistentes nos genes de hormdnios e receptores hormonais em populagdes lupicas de
diversas etnias (WILSON 1996), ou se as alteracdes hormonais se processam no plano

fisiologico, apenas sustentando outros polimorfismos de genes que afetam primariamente a
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resposta imune e inflamatoria. Esse cenario se estende a hormodnios e receptores do eixo
hipotdlamo-hipéfise-adrenal, incluindo o receptor citoplasmatico de cortisol (SZYPER-
KRAVITZ 2005). A modulagdo neuro-endécrina da resposta imune justifica a influéncia que

o estresse psiquico pode exercer sobre o desenvolvimento do lupus e suas futuras

exacerbagoes clinicas (HUERTA 2006).

2.1.7 Susceptibilidade do orgao alvo

As lesdes lupicas em tecidos periféricos — pele, articulagdes, serosas, rins, globulos
sangiiineos, neurdnios e coagulacdo — ocorrem por dois mecanismos bdasicos: deposicao de
complexos imunes em leitos endoteliais e estruturas peri-vasculares; e anticorpos que reagem
diretamente contra célula, tecido ou molécula. Para entender como ocorrera a eventual
patogenicidade de um complexo imune circulante, ¢ necessario entender como o organismo
realiza seu manuseio, seu transporte e sua depuracdo, € que elementos nos sitios distais
(endotélio e 6rgdos-alvo) determinam maior ou menor resposta inflamatoria.

Normalmente um complexo imune circula ancorado as hemadcias através do receptor
de complemento (CR1, CR3), para ser entdo fagocitado por células do sistema monocitico-
macrofagico: quando circulantes, pelas células de Kupffer do figado e por macréfagos dos
sinusoides esplénicos; quando formados no meio extra-vascular, por macrofagos e histiocitos
tissulares. A interacdo do complexo imune com essas células se d4 com a interveniéncia de
receptores para o fragmento Fc da imunoglobulina e receptores de complemento. A afinidade
entre esses receptores e seus ligantes pode variar, assim como a qualidade do sinal que o
receptor envia para o citoplasma, que determina o comportamento da célula, incluindo
incremento da fun¢do fagocitica, aumento da capacidade oxidativa lisosomial, e produgdo de

citocinas (pro-inflamatérias ou antiinflamatorias, conforme o contexto da acdo). O tamanho



32
do complexo também influencia o processo, com maior facilidade para complexos maiores,
como os constituidos por IgM e os “mosaicos” (lattice) formados pelo fator reumatoéide.

No lupus eritematoso sistémico a depuracdo — ou deposi¢do — dos complexos imunes
de IgG com antigenos nucleares atendera aos requisitos acima. A presenca de fator
reumatoide, IgM anti-IgG pentamérica e decavalente, diminui o risco de lesdo renal, pois
favorece a depuracdo dos complexos imune. Os tipos de receptores de fragmento Fc que
determinado leito endotelial apresenta em determinado momento também sera importante.
Viarios genes no braco longo do cromossomo 1 (1g23) codificam diversos receptores Fc, com
diferentes afinidades por subclasses de IgG e diferentes capacidades de sinalizagdo
citoplasmatica. O receptor FcyRIA tem alta afinidade por IgG1l e IgG3 monoméricas. Os
receptores FcyRIIA, FcyRIIIA e FcyRIIIB tém baixa afinidade e sinalizam positivamente
(estimulo fagocitico-oxidativo, citocinas pro-inflamatdrias). O receptor FcyRIIB tem baixa
afinidade e sinaliza negativamente, produzindo citocinas antiinflamatdrias. Espera-se um
equilibrio de receptores de Fc inibitorios e estimulatérios em macrofagos (inclusive células
mesangiais), endotélio e membranas serosas. Polimorfismos genéticos com hipo-expressao
fisica ou funcional de FcyRIIB determinam viés inflamatério; polimorfismos com
hiperexpressao fisica ou funcional de FcyRIIA e FcyRIIIA também determinam viés
inflamatério. A hipo-expressao de FcyRIIB ¢ particularmente perversa, pois também causa ma
resposta inibitoria em linfocitos B, atuando como mais um fator de proliferacdo policlonal,
apoptose e anticorpogénese. A presenca integra do sistema complemento também protege de
um desenlace inflamatorio, pois a interagdo do imunocomplexo com o receptor de
complemento diminui sua interacdo com os FcyR de sinalizacdo flogistica (JANCAR 2005).
No lapus pode haver um crescendo sintomatico, pois havendo atividade inicial e formacao de
complexos com fixacdo de complemento, havera hipocomplementemia de consumo, que

potencializara, num ciclo vicioso, o dano inflamatorio nos tecidos periféricos.



33

A susceptibilidade de 6rgdos-alvo também depende de sua afinidade pela ligacdo

direta do auto-anticorpo, o que corresponde ao mecanismo imunopatico do tipo II de Gell e
Coombs. No lupus esse mecanismo explica anemia hemolitica (anticorpo anti-hemacia), a
purpura trombocitopénica (anticorpo antiplaqueta), a leucopenia (anticorpo antileucécito),
manifestagdes neurologicas como psicose lupica (anticorpos antineurénio) € manifestagdes
tromboticas (anticorpos antifosfolipidio). Esses anticorpos podem ser entendidos com
anticorpos contra antigenos nucleares que apresentam reag¢do cruzada contra moléculas de
membrana. Vale lembrar que a geragdo de anticorpos antinucleares passa por um processo de
mutagdo somadtica e maturacdo de afinidade, podendo haver pequenos desvios na
especificidade original com a possibilidade de reagcdo cruzada contra outros substratos. No
caso antifosfolipidio, a linhagem original, natural, era contra fosfolipidios comuns nas bolhas
(blebs) apoptoticas (FADOK 1992), que passam a cruzar com fosfolipidios que interagem
com proteinas do sistema da coagulagcdo. O componente distal da susceptibilidade de 6rgaos-
alvo ndo ¢ bem estudado, ndo se sabendo se as proteinas envolvidas sdo sujeitas a

variabilidade genética em populagdes especificadas ou em pacientes lupicos individualmente.

2.2 GENE PDCDI E A MOLECULA PD-1 NA FUNCAO IMUNE

NORMAL E NO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

A balanga entre ativacao e inibicdo de linfocitos B e T ¢ sujeita a um controle
extremamente minucioso, sob pena de haver inflamagdo excessiva e doenga imunopatica se
predominar ativagio, e susceptibilidade a infecgdo se predominar inibigio (WANG 2004). E
um equilibrio sutil que depende do momento, do local, e da natureza da resposta imune. Pode-

se, de uma maneira geral, classificar as moléculas que regulam o processo em estimulatorias e
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inibitorias, sejam elas receptores de membrana, seus ligantes, sinalizadores citoplasmaticos ou
ativadores de transcricdo. No LES, a hiperresponsividade de linfocitos B e T, que acentua a
capacidade de proliferacio e anticorpogénese, ¢ considerada um fator patogenético
indispensavel. E interessante, portanto, identificar as moléculas regulatérias de linfocitos B e
T, e verificar em diferentes etnias se existem alelos polimérficos que possam ser

condicionadores independentes da resposta imune exacerbada de pacientes lipicos.

A molécula PD-1 (Programed Death-1) ¢ uma proteina de membrana que, como
outras moléculas similares da chamada “familia” CD28, tem importante papel na regulacao da
resposta imune e na tolerancia periférica. A molécula CD28, constitutiva em linfocitos T,
interage com B7-1 (CD80) ou B7-2 (CD86), presentes na célula apresentadora de antigeno,
constituindo o que se convencionou chamar de “co-estimulo”, que promove ativacao,
proliferacdo e diferenciacdo do linfécito T, logo apds o acoplamento HLA-peptideo-TCR, o
“estimulo” propriamente dito. O sinal citoplasmatico de CD28, além da ativagdo global, induz
na membrana celular outras moléculas regulatorias, como CTLA-4 (cytotoxic T Lymphocyte
associated antigen 4) e PD-1 (Programed Death-1), inibitorias, e a molécula ICOS (Inducible
co-stimulant), estimulatoria. Em conjunto, essas moléculas irdo balancear a continuidade da
resposta no sentido da ativacdo ou da anergia (KHOURY 2004). No linfécito B, a
ativacdo/inibicado ¢ modulada pelas moléculas CD28, PD-1, CD40 ¢ BTLA (B and T
Lymphocyte Atenuator), acionadas por seus ligantes no linfocito T, quando este reconhece o
peptideo que B lhe apresenta, e ainda pelos receptores do fragmento Fc de complexos imune,

especialmente o FcyRIIB, que tem fung¢ao inibitéria (HONDA 2006).

Em 1992 Ishida e colaboradores isolaram o cDNA de uma proteina de membrana
induzida em timocitos murinos ativados por anticorpos anti-CD3. Os timoécitos estavam em
processo de apoptose, dai terem denominado a molécula de programed cell death-1 (PD-1).

Verificou-se posteriormente que PD-1 ndo participa exatamente do mecanismo de apoptose,
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apenas paralisa a célula no estdgio GO-Gl, causando anergia e ndo dele¢do. Shinohara e
colaboradores em 1994 identificaram o gene humano PDCD], localizado no cromossomo
2q37-3. A seqiiéncia de aminoacidos deduzida era 60% idéntica ao correspondente murino. A
molécula PD-1 humana tem 55kDa, ¢, como os demais membros da familia CD28 (CD28,
CTLA-4, ICOS), apresenta um unico dominio IgV-simile em sua por¢ao extracelular. Sua
porcao citoplasmatica possui dois residuos de tirosina que constituem motivos de regulacao
inibitéria ITIM (imunorecetor tyrosine-based inibitory motif) e ITSM (imunoreceptor
tyrosine-base switch motif). Sua cadeia de aminodcidos tem 33% de homologia com a de
CTLA-4, mas, ao contrario desta, que € restrita a linfocitos T, a expressdo de PD-1 ¢ induzida
em células B, T, células dendriticas e macrofagos. Em resposta a seus ligantes, PD-1 ativa em
seu dominio ITSM a fosfatase de tirosina protéica SHP-2 (SCR homology 2 domain-
containing ttyrosine phosphatase 2), que passa a defosforilar moléculas sinalizadoras
citoplasmaticas, entre elas a fosfo-inositol-3-cinase (PI3K) (BARBER 2005), que irdo gerar

os fatores de transcricdo de DNA que promoverao, enfim, a resposta funcional da célula.

Os ligantes de PD-1 s3ao as moléculas PD-L1 e PD-L2, também chamadas de B7-H1 e
B7-DC, que foram identificadas em base de dados gendmicos por sua semelhanca com B7-1 e
B7-2. As moléculas PD-L1 e PD-L2 sdo proteinas transmembrana com dominios IgV-simile e
IgC-simile na regido extracelular. PD-1 ¢ constitutivamente expressa em linfocitos T,
linfécitos B, macrofagos e células dendriticas, com aumento de expressdo apds ativagao
dessas células (NISHIMURA 2001). A expressdao de PD-L1 também ¢ detectada em células
nao-linfoéides, como, por exemplo, células endoteliais, do coragdo, pulmdes células B das
ilhotas de Langherans do pancreas, células da glia no parénquima cerebral, e células
musculares. Por sua vez, a expressao de PD-L2 ¢ mais limitada, observada apenas em
macréfagos ativados e células dendriticas (LATCHMAN 2001). Ambas PD-L1 e PD-L2

podem ser expressas em células cancerosas de varias origens, incluindo ovario, es6fago, rim e
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cérebro (OKAZAKI 2006). Desta forma, considera-se que a via PD-1/PD-L1 tenha uma
abrangéncia muito maior que as vias que envolvem CD28, CTLA-4 e PD-L2, com um papel

adicional e importante na tolerancia imunoldgica em tecidos periféricos.

Associag@o da molécula PD-1 com auto-imunidade comegou com a observagdo de que
camundongos C57BL/6 com dele¢cdo (knock-out) do gene PDCD-I apresentavam artrite e
glomerulonefrite com deposito de IgG3 e C3, lembrando o lipus eritematoso sistémico
(NISHIMURA 1999) e que camundongos BALB/c PDCD “~ desenvolviam miocardiopatia

dilatada com anticorpos antitroponina cardiaca (OKAZAKI 2003).

O importante papel da via PD-1/PD-L1 na tolerancia imunoldgica em tecidos
periféricos foi revelado em camundongos NOD (non obese diabetic), que desenvolvem
insulite auto-imune e diabetes na idade adulta (ANSARI 2003). Na fase pré-clinica, a
molécula PD-1 ¢é expressa com intensidade nas células [ das ilhotas de Langherans, e
linfécitos T se acumulam em seu redor, sem haver, entretanto, invasdo e destruicao das
ilhotas. Em animais NOD knock-out para PD-1 (PDCD ), a insulite destrutiva e diabetes
ocorre mais precocemente, com apenas quatro semanas de vida (WANG 2005). Além disso,
anticorpos monoclonais bloqueadores contra PD-1 ou PD-L1 acarretam imediata invasao e
destruicao das ilhotas, sugerindo que PD-L1 estaria funcionando como uma barreira ou uma
blindagem contra células T efetoras. A via PD-1-PD-L1 atua também na regulacdo da

encefalite auto-imune experimental (SALAMA 2003).

Esse efeito de blindagem também ocorre na placenta (PETROFF 2003), onde
moléculas PD-L1 se expressam com intensidade e linfocitos T ficam contidos fora da area
trofoblastica. Linhagens nao singénicas de camundongos (B6 cruzadas com CBA) sado
propensas a aborto, que ocorre com o uso de anticorpos monoclonais contra PD-L1, que induz

a invasao da placenta por células T e a interrupcao da gravidez (GULERIA 2005). Especula-
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se se a via PD-1/PD-L1 também seja o instrumento de manutencdo do chamado “privilégio

imunolégico”, proprio de 6rgaos como o olho, o cérebro e as gonadas.

Alguns tecidos neoplasicos apresentam hiperexpressdo de moléculas PD-L1 e PD-L2
como mecanismo de escape contra as células T CD8" com atividade antitumoral (DONG
2002). Modelos de crescimento tumoral demonstram que a erradicagao do tumor pode ocorrer
com anticorpos monoclonais bloqueadores (IWAI 2002) de PD-L1 ou PD-L2, com isoforma
soltivel de PD-1, ou exposicio a linfocitos PDCD-17". No plano clinico, tem sido observado
que alta expressao de PD-L1 nos tumores correlaciona-se diretamente com taxa de
mortalidade, como observado em casos de carcinoma de células renais e carcinoma de
esofago, e também com a capacidade de metastatizagdo, como observado em casos de

melanoma e cancer de colon.

Também alguns patdégenos desenvolveram mecanismos de escape as defesas
imunolédgicas por meio da indugdo de PD-LI nas células parasitadas, como ¢ o caso do
rinovirus humano (HRV) (KIRCHBERGER 2005), do Schistossoma mansoni (SMITH 2004),
e do virus da coriomeningite linfocitica de murinos (BARBER 2006). As cé¢lulas parasitadas
inativam os linfocitos CD4" e CD8" pela da agdo de PD-L1 hiperexpressa, configurando mais

uma vez o efeito de blindagem imune.

Em conclusdo, a molécula PD-1 parece ter o papel fisioldgico de frear a resposta
imunologica e evitar reacdes imunes exageradas e indesejadas, através da limitagdo da
ativacdo do linfécito T em centro germinativo, € pela da protecdo de tecidos ndo linfoides

periféricos ao dano potencial provocado por células T efetoras.

O gene PDCD-1 foi estudado por Finger e colaboradores (1997), que amplificaram e
seqlienciaram o cDNA e o DNA gendmico, e estabeleceram a estrutura organizacional do
gene, identificando exons, introns, regides promotoras € 3’UTR (Figura 2). Desde entdo, até

julho de 2006 (www.NBCI 2006), 35 polimorfismos genéticos do tipo SNP ja foram descritos
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do site do National Center of Biotechnology Information (NCBI, 2006), assim como foram

identificados sitios intronicos de ligagdo de fatores de transcricdo, como RUNX-1, NF«B e E-

box.
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Figura 2: estrutura do gene PDCD-1

O RNA mensageiro do gene PDCD] passa por um processo de clivagem (splicing) no
citoplasma de células mononucleares ativadas do sangue humano (NIELSEN 2005), gerando
diferentes transcricdes protéicas, conforme mostrado na figura 3. A forma com leitura
completa (full lengh — fIPD1) ¢ fisiologica e funcional. A variante PD1Aex3 exclui o exon 3,
que codifica a por¢do transmembrana, gerando uma proteina solivel que sendo secretada
podera bloquear os ligantes PD-L1 e PD-L2, com potencial imunomodulador aprecidavel. A
molécula CTLA-4 também apresenta uma variante de clivagem sem a por¢do transmembrana,
secretada e soluvel (sCTLA-4), com atividade bloqueadora sobre ligantes fisioldgicos.
Expressdo aumentada de sCTLA-4 foi observada em pacientes com lapus eritematoso

sistémico (LIU 2003).
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exon 1 exon 2 exon 3 exon 4 exon 5 fIPD-1

exon 1 exon 3 exon 4 exon s PD-1Aex2
exon 1 exon 2 exon 4 exon 5 PD-14Aex3
exon 1 exon 4 exon 5 PD-1Aex2.3
exon 1 exon 5 PD-1Aex2.3.4

Figura 3. Representagdo esquematica da organizac¢ao de exons
em diferentes variantes de clivagem (splicing) de PD-1

A real contribui¢@o da hipoexpressdao de PD-1 para auto-imunidade humana esta sendo
aos poucos descortinada. Estudos de varredura genomica (wide gemoma screening) em
familias com multiplos casos de LES apontam o brago longo do cromossomo 2 (2q-35-37)
como uma regido que apresenta significativa ligacdo (/inkage) com o LES (GAFFNEY 2000).
Nesse segmento, o gene PDCD-1 ¢ o que apresenta maior aptidao a gene-candidato, devido a
seu papel regulatorio na resposta imune e aos resultados preliminares em modelos animais.
Desta forma, estudos de associagcdo de PD-1com LES (PROKUNINA 2002), diabetes melitus
(NIELSEN 2003), esclerose multipla (KRONER 2005) e artrite reumatdide (KONG 2005)
indicam a possibilidade de PDCD-I atuar como um gene condicionante comum a varias

doengas auto-imunes (RODRIGUEZ-REYNA 2006).

Prokunina e colaboradores (2002) amplificaram e seqilienciaram a total extensdo do
DNA genoémico de PDCD-1, incluindo as regides promotoras ¢ 3’UTR (untraslated tandem
repeats ), em cinco pacientes lipicos e cinco controles sadios, sem parentesco entre si, €

observaram sete SNP, que foram denominados PD-1.1, PD-1.2, PD-1.3, PD-1.4, PD-1.9, PD-
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1.5 e PD-1.6, segregados em estudos populacionais em cinco haplotipos diferentes, conforme

ilustrado na figura 2.

O haplétipo 1, diferenciado dos outros pela substituicdo de guanina por adenina na
posicdo 7146 do intron 4, apresentou associacdo significativa com LES em 30 familias
nérdicas com multiplos casos (LES=25%, controles=5%, p=0,0009), em 266 lapicos suecos
(LES=11%, controles=4%, p=0,005), em 151 familias multi-casos euro-americanas
(LES=11%, controles=5%, p=0,01), em 431 lipicos mexicanos (LES=7%, controles=2%,
p=0,0009), mas apresentou prevaléncia muito baixa em 82 familias multi-casos afro-

americanas ndo permitindo avaliar associagdo com lupus (LES=3%, controles=0%).

O intron 4 de PDCD-I1 comporta 11 sitios hipotéticos (inferidos pela seqiiéncia
nucleotidica) de ligacdo dos fatores de transcricido RUNX-1, NFkB e E-box, sendo que a
posicdo 7146 faz parte de em um sitio de ligagdo do RUNX-1. Prokunina e colaboradores
(2002) demonstraram que esse segmento hibridiza com extratos nucleares de células T Jurkat,
e que anticorpos anti-RUNX-1 bloqueiam essa hibridizagdo. Especula-se, portanto, que esse
polimorfismo acarrete hipoexpressao de PD-1, e todas as conseqiiéncias imuno-regulatorias
inerentes. O fator RUNX-1 tem sido vinculado a patogenia de outras doengas auto-imunes,
como a psoriase ¢ a artrite reumatoide (ALARCON-RIQUELME 2003). Estudo quantitativo
de expressdo do RNA mensageiro de PDCD-1 em 30 mulheres 7146-AA (13 lupicas com
doenca inativa e 17 controles sadias) mostrou expressao diferenciada com relagdo ao gendtipo
GG, mas sem poder conclusivo devido a grande variabilidade interpessoal (PROKUNINA

2002).
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Ha | PD-1.1 | PD-1.2 | PD-1.3 | PD-1.4 | PD-1.9 PD-1.5 PD-1.6

plo o o
Promot | Intron2 | Intrond4 | Intron4 | Exon5 Exon5 3’UTR %o Yo

ti
-531AG | 6438AG | 7146GA | 7499GA | 7625CT T785AG 8738AG LES Con

pos troles

ALA>VAL | ALA>ALA

1 |A A A G C A A 25 05

2 A A G G C A A 36 48

3 A A G A C A A 28 27

4 A A G A C G G 06 19

5 G G G G T G G 05 02

Quadro 1 - Cinco haplétipos com 7 SNPs em familias escandinavas, e respectivas prevaléncias em
pacientes lipicos e em controles sadios. Apenas o haplétipo 1 diferiu entre lipicos e controles, e
apenas o SNP PD1-3 (posicdo 7146) é exclusivo deste hapldtipo. Adaptado de Prokunina L, 2002.

A prevaléncia — alta em euro-descendentes, média em euro-miscigenados (mexicanos),
baixa em afro-descendentes, e zero em chineses (LIN 2004) — sugere que a mutacao original
do SNP 7146(G>A) seja de data recente, tendo aparecido em fluxos migratérios humanos por

ocasido do povoamento do continente europeu.

Estudo de associagcdo dos polimorfismos de PDCD-1 com LES em populagdes da
Espanha revelou resultados surpreendentes (FERREIROS-VIDAL 2004). Contrastando com
os achados em suecos, euro-americanos € mexicanos, o alelo 7146A ocorreu em alto
percentual em 1598 controles espanhdis (12,9%) e em menor percentual em 1032 lapicos
(9,4%), com taxas similares em diversas cidades (Santiago: 13,3% [LES] x 7,2% [controles];
Madri: 12,8% x 6,9%; Sevilha: 16,2% x 10,6%; Granada: 10,3% x 8,8%; Barcelona: 16,2 x

10,7%). Esses achados comprovaram uma associacdo estatisticamente positiva do alelo G
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com LES, exatamente o oposto ao observado por Prokunina (2002). No caso espanhol, o alelo
A ndo teria um efeito de favorecimento, mas de prote¢do contra o LES. Os autores
interpretam o resultado como indicativo que o gene PDCD-1 estaria realmente associado ao
LES, ndo através do SNP na posicdo 7146, mas através de outro SNP ou outra alteracao
gendmica em desequilibrio de ligacdo com 7146. Vale lembrar que a identificacdo dos sete
SNPs em PDCD-1 foi feita pelo seqiienciamento de apenas dez individuos, cinco lupicos e
cinco normais, ja havendo 35 polimorfismos descritos no site do National Center of
Biotechnology Information (NCBI, 2006) até julho de 2006. A recomendacdo final dos
autores foi no sentido de pesquisar de maneira mais exaustiva os possiveis SNPs de PDCD-1,
e executar estudos de associagdo de PDCD-I com LES em outras populagdes, de diferentes

etnias (FERREIROS-VIDAL 2004).

Johansson e colaboradores (2005), trabalhando com 260 lupicos e 630 controles em
populacdo etnicamente uniforme do norte da Suécia, observaram a associagdo do alelo A de
PD-1-3 com acometimento renal no lupus, com OD=3.54 (IC95% 1,56-8,01), mas sem
associacdo para a susceptibilidade ao LES. Nielsen e colaboradores (2004) descreveram um
novo polimorfismo intronico, na posi¢do 6867C/G de PDCDI, que se associava
significativamente com nefrite lapica. A posi¢do 6867 ¢ um hipotético sitio de ligagdo do
repressor de transcrigdo ZEB, o que faz supor que o polimorfismo possa causar hipo-

expressao de PD-1 e conseqiiéncias imunopatogenéticas.
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3. METODOLOGIA

3.1 OBJETIVOS

3.1.1 Geral

Avaliar a associacdo do polimorfismo G>A na posi¢cdo 7146 do intron 4 do gene

PDCDI a ocorréncia de lipus eritematoso sistémico em pacientes da Amazonia.

3.1.2 Especificos

Verificar a freqiiéncia dos alelos G e A na posi¢do 7146 do intron 4 do gene
PDCDI, em pacientes portadores de lupus eritematoso sist€émico, residentes na
regido Amazonica € em um grupo controle de pessoas sadias, oriundas da mesma
regiao.

Verificar a freqiiéncia dos genétipos GG, AG e AA referentes a posi¢cao 7146 do
intron 4 do gene PDCD1, em pacientes portadores de lapus eritematoso sistémico,
residentes na regido AmazoOnica € em um grupo controle de pessoas sadias
oriundas da mesma regido.

Verificar se as freqiiéncias alélica e genotipica do polimorfismo 7146G>A do
gene PDCDI se correlacionam com subtipos da doenca e outras variaveis

demogréficas, em pacientes lipicos residentes na regido Amazonica.
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3.1.3 Delineamento da pesquisa

Estudo retrospectivo, de casos e controles, sendo o diagnostico de lapus
eritematoso sistémico o desenlace final, ja configurado no grupo de casos, ¢ a
presenca do alelo A na posi¢ao 7146 do gene PDCDI no cromossomo 2q.37.3, o

fator de risco investigado em casos e controles,.

3.1.4 Hipotese de nulidade

As freqiiéncias de alelos (A e G) e de gendtipos (AA, AG e GG) do polimorfismo
7146G>A do gene PDCDI sao iguais em portadores de lupus eritematoso
sist€tmicos e em individuos do grupo controle, ambos oriundos da regido

Amazonica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 APROVACAO PELO COMITE DE ETICA NA PESQUISA

4.1.1. Aprovacio pelo comité de ética na pesquisa

O presente trabalho foi submetido a apreciacio do Comité de Etica na Pesquisa da
Universidade Federal do Amazonas, com aprovacao em reunido plenaria de 22/09/2005. O
“Termo de Consentimento Livre Esclarecido” (ANEXO 1), segundo resolu¢ao 196 de 10 de
outubro de 1996 do Conselho Nacional de Saude, Ministério da Educagado, Brasilia, DF,
Brasil, foi assinado por todos os participantes ou responsaveis apos terem sido informados
sobre os objetivos da pesquisa. Aos que nao possuiam capacidade de leitura ou que nao
compreenderam os termos, o conteido do documento foi lido e explicado, enfatizado que
poderiam sair da pesquisa a qualquer momento e que isso nao lhes traria nenhum prejuizo
fisico ou moral, estando garantida a continuidade do seu tratamento. Ficou esclarecido que as
amostras de DNA serdo exclusivas para estudos de genética do lupus eritematoso sistémico,
no ambito da Universidade Federal do Amazonas, com a identificacdo das amostras sendo

feita sempre por meio de codigos garantido sigilo e anonimato dos participantes.

4.1.2 Formacgao dos grupos de casos e controles

O trabalho foi desenvolvido no Ambulatério de Reumatologia do Hospital

Universitario Getulio Vargas, da Universidade Federal do Amazonas, em Manaus, Amazonas,
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Brasil, com as coletas de material biologico, informacdes clinicas e epidemiologicas,
realizadas no periodo entre dezembro de 2005 a abril de 2007.

O grupo de casos foi constituido por pacientes portadores de lipus eritematoso
sistémico, com preenchimento de pelo menos quatro dos onze critérios classificatorios
publicados em 1982 pelo American College of Rheumatology (ACR) (TAN 1982),
modificados em 1998, quais sejam: 1- fotossensibilidade; 2 — erup¢do (rash) malar; 3 —
erupcao (rash) discoide; 4 — ulcera oral; 5 — artrite; 6- serosite; 7 — nefrite; 8 — acometimento
hematologico (anemia hemolitica ou trombocitopenia ou leucopenia); 9 — acometimento
neuroldgico (psicose ou convulsdo); 10 — presenga de anticorpos antinucleares em teste de
imunofluorescéncia indireta em substrato de células HEplI (Fator Antinuclear ou FAN); 11 —
critério imunoldgico (anticorpos anti-DNA ou anti-Sm ou anti-cardiolipina). A inclusdo foi
seqiiencial, ndo tendo havido nenhuma recusa dos pacientes em participar do trabalho. Nao
houve exclusdo por sexo, idade, tipo de manifestacdo ou grau de atividade da doenca. A busca
por pacientes deu-se apenas no Servico de Reumatologia, nao tendo havido busca de casos em
ambulatdrios de Dermatologia, Nefrologia ou Servigco de Hemodidlise. Dados demograficos,
epidemiologicos e nosoldgicos foram apurados no prontudrio da Instituicdo e por entrevista
direta com o paciente, gerando o preenchimento de um formulédrio préprio, constante no
ANEXO 2. As caracteristicas clinicas do lupus foram conceituadas conforme as defini¢des do
American College of Rheumatology (ACR). Dentro da categoria “acometimento renal”
consideramos a subcategoria “acometimento renal grave” naqueles pacientes com bidpsia
renal tipo IV ou V da classivicacdo da Organizagao Mundial de Saude (OMS), os pacientes
que se submeteram ao tratamento com ciclofosfamida ou os pacientes admitidos a programas
de hemodialise ou transplante renal. Foram incluidos na categoria “trombose” os pacientes

que apresentaram pelo menos uma vez episdédio de trombose venosa profunda (TVP) em
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membros ou territdrio esplancnico, ou episddios de obstrugdo arterial com expressdo externa
(gangrena) ou visceral ou em sistema nervoso central (AVC ou mielopatia).

Os dados de procedéncia geografica foram investigados segundo o local de
nascimento por trés geracdes (paciente, pais e avos), sendo entdo classificados em 4
categorias: com trés geragdes (index, pais e avos) nascidas na Amazdnia (AM3), com duas
geracdes (index e pais) nascidas na Amazonia (AM2), com apenas o paciente nascido na
Amazodnia (AM1) e paciente nascido fora da Amazénia (AMO). Considerou-se “Amazonia”
os Estados brasileiros do Amazonas, Acre, Roraima, Rondonia, Pard, Amapéa e Tocantins,
além dos paises vizinhos Peru, Colombia, Venezuela e Guiana, Guiana Francesa e Suriname.
Os registros do item “raga e/ou cor da pele” foram efetuados de acordo com a autodefini¢ao
por parte do proprio paciente seguindo as categorias adotadas pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) e Ministério da Saude do Brasil, que sdo: “branca”, “negra”,
“parda”, “amarela” e “indigena” (sic).

O grupo controle foi constituido de pessoas sadias, sem evidéncias clinicas atuais ou
pretéritas de sinais ou sintomas de lupus eritematoso sist€émico, sem relacdo de parentesco
entre si e sem relacdo de parentesco com pacientes lupicos. Tentou-se parear o grupo controle
com o grupo caso por sexo, faixa etaria e procedéncia. Como o LES ¢ um fenoétipo tardio,
admitiu-se a inclusdao de mulheres com idade superior a esperada no grupo teste. O grupo
controle foi composto com profissionais hospitalares e universitarios, além de comunitarios
vizinhos e conhecidos de pacientes lipicos. As pessoas convidadas foi feita uma explanagio
sobre as finalidades do trabalho, os riscos na participagdo e o sigilo com relagao aos dados
clinicos e moleculares. Apds, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado e,
colhida amostra de 5 mL de sangue venoso em veia periférica. Uma entrevista foi feita com o
objetivo de registrar quaisquer doengas prévias, sintomas compativeis com lipus e outras

doencgas auto-imunes, e histéria familiar de lapus ou de outra doenga auto-imune, conforme
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formulédrio mostrado no ANEXO 2. Os dados de procedéncia geografica e de raca ou cor
foram investigados por 3 geragdes (paciente, pais € avos) com uso de categorias idénticas as
adotadas para o grupo de casos. Os registros sobre raga/cor foram efetuados de acordo com
autodefini¢do por parte do proprio individuo controle em categorias idénticas as adotadas para

o grupo de casos.

4.1.3 Extracdao do DNA

A extragdo do DNA genomico dos pacientes lipicos e individuos controle foi feita a
partir da amostra de 5 mL de sangue venoso colhido com EDTA, utilizando a técnica de sais
de brometo de tetrametilamonio - DTAB/CTAB descrita por Gustincich e colaboradores
(1991) com algumas adequagdes. A técnica consistiu na retirada de aproximadamente 0,5 mL
de amostra com a camada de leucdcitos “buffy coat” obtida a partir do repouso do sangue por
24 horas a 4° C. As amostras foram acondicionadas em microtubos de polipropileno de 2 mL
e misturadas com um volume igual (0,5 mL) de tampao de lise: DTAB (dodecyl-trimethyl-
ammonium bromide, Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos) a 12%, NaCl 2,25 M, Tris
150 mM pH 8,6 e EDTA 75 mM, centrifugadas por sete segundos e incubadas por 10 minutos
a temperatura de 68 a 70°C. Apds esta etapa, foi adicionado 800uL de cloroférmio em cada
tubo, e imediatamente submetido a vigorosa agitacdo. Apds centrifugacdo a 10.000 x g por 2
minutos, a fase superior do sobrenadante de cada tubo foi transferida para dois novos
microtubos de 2 mL, que continham 1,0 mL de CTAB (hexadecyl-trimethyl-ammonium,
Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos) a 0,5% com NaCl 0,4 M. Em seguida a mistura foi
lentamente homogeneizada para se obter o precipitado — DNA/CTAB. Apo6s nova

centrifugacdo a 10.000 x g por dois minutos, o precipitado (DNA) foi ressuspenso em 300 pL.
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de cloreto de sodio 1,2 M e 750 pL de etanol absoluto e centrifugado por mais trés minutos a
13.000 x g. As duas lavagens finais foram realizadas com etanol a 70% e centrifugadas por
trés minutos. O sobrenadante foi desprezado e o DNA foi posteriormente dissolvido em 100-
200 pL de H>O. O DNA extraido foi armazenado a 20°C negativos em microtubos de

polipropileno de 0,6 mL e identificados por codigo.

4.1.4 Quantificacio do DNA extraido

As amostras de DNA obtidas de ambos os grupos foram quantificadas em
espectrofotometro de luz ultravioleta (GeneQuant pro RNA/DNA Calculator — Amersham

Biosciences, Pittsburgh, Estados Unidos.) e diluidas para 50 ng/uL para uso na PCR.

4.1.5 Amplificacio do DNA e identificacido do alelo polimorfico

A amplificagdo do DNA gendmico e identificacdo do polimorfismo G/A7146 no gene
PDCD1 foi realizada pela reagcdo em cadeia da polimerase (PCR — polymerase chain reaction)
e polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP — restriction fragment
lenght polymorphism), com um protocolo modificado de (SANGHERA 2004). Uma
seqiiéncia de 180 pares de base (pb) foi amplificada com os primers 5’-CCC CAG GCA GCA
ACC TCA AT-3’, e 5’-GAC CGC AGG CAG GCA CAT AT-3’, sintetizados pela Alpha
DNA (Montreal, Canad4). O DNA genomico (300 ng) foi submetido a amplificagdo com 0,3

uM de cada primer, 200 uM de ANTP, (Invitrogen, Carlsbad - Estados Unidos), 2,5 uL de
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tampao de PCR 10x (200 mM Tris-HCI pH 8,4; 500 mM KCl), 1,5 mM MgCl,, 1U Taq DNA
Polymerase, (Invitrogen, Sao Paulo — Brasil), em um volume final de 25 pL. O DNA foi
amplificado em termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Applied Biosystems, Foster —
Estados Unidos). Os parametros consistiram de desnaturacdo inicial por cinco minutos a
95°C, 35 ciclos de: 15s a 94°C (desnaturacao), 30s a 60°C (anelamento) e 15s a 72°C
(extensdo), e uma extensao final a 72°C por 7 minutos. Na figura 2 ¢ apresentada a seqiiéncia
nucleotidica adjacente ao polimorfismo PDCDI, com indicacdo da posi¢do 7146 onde ha a
mutagdo G/A, local de clivagem de Pst-1. Os pontos de hibridizagdo sdo destacados, na

figura.

CCACCTCCCCAGCCCCCAGGCAGCAACCTCAATCCCTAAAGCCATGATCT
GGGGCCCCAGCCCACCTGCg/aGTCTCCGGGGGTGCCCGGCCCATGTGTGT
GCCTGCCTGCGGTCTCCAGGGGTGCCTGGCCCACGCGTGTGCCCGCCTGC
GGTCTCTGGGGGTGCCCGGCCCACATATGTGCCTGCCTGCGGTICTCCAGGT
GTGCCCGGCCCATGCGTGTG

Figura 5 - Seqiiéncia nucleotidica adjacente a posi¢do 7146 no intron 4 do gene PDCDI, com
polimorfismo g/a em destaque em negrito, e os sitios de hibridiza¢do dos primers sublinhados.

O polimorfismo G/A foi detectado por digestdo do produto de amplificagdo da PCR
com a enzima Pst I (Jena Bioscience, Jena - Alemanha). Um volume de 10 puL do produto de
PCR foi submetido a digestdo com 10U de enzima Ps¢ I e tampao da enzima (100 mM NaCl,
50 mM Tris-HCI pH 7,4; 10 mM MgCl,; 1 mM ditiotreitol; 100 pg/mL BSA) em um volume

final de 20 pL. A reagdo foi incubada a 37°C por 12 horas (overnight).

O produto da digestdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 4%, em cuba
horizontal (BioAgency, S3ao Paulo — Brasil), dimensdao do gel 15 x 12,8 x 0,5 cm
(comprimento, largura, espessura, respectivamente), com os parametros eletroforéticos: 120

volts, 100 mili-ampéres por 45 minutos. Posteriormente, o gel de agarose foi corado com
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brometo de etideo, visualizado em um transiluminador ultravioleta e foto documentado no

sistema Eagle Eye II (Stratagene, Cedar Creek, Estados Unidos).

Para interpretacdo dos resultados da eletroforese, as amostras com um unico fragmento
de 180 pb foram classificadas como G/G, amostras com fragmentos de 180, 123 e 57 pb
foram classificadas como G/A e amostras com fragmentos de 123 e 57 pb foram classificadas

como A/A.
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5. RESULTADOS

No processo de amplificagdo e digestdo com a enzima de restricdo Pst-1, obtivemos
fragmentos de 200 pares de base (pb) correspondentes ao gendtipo GG, fragmentos de 200,
123 e 57 pb correspondentes ao alelo GA e fragmentos de 123 e 57 pb correspondentes ao

genotipo AA, conforme apresentado na figura 1.

l B

< 57pb

-

Figura 6 — Gel de agarose a 4% com o produto da digestdo pela enzima
Pst 1 do segmento de DNA amplificado do gene PCDCI. A enzima cliva o
alelo com adenina na posi¢cdo 7146. Linhas “A” e “D” sdo gendtipos GG
com fragmento de 180 pb; linha “B” ¢ gendtipo AA com fragmentos de
123 e 57pb; linha “C” e “F” ¢ gendtipo GA, com fragmentos de 180, 123 ¢
57 pb. Linha “E” ¢ controle negativo e “L” sdo ladders de 50 pb.

O grupo de casos foi composto de 207 pacientes com quatro ou mais critérios do
American College of Rheumatology para o diagndstico de lupus eritematoso sistémico € o
grupo controle foi composto de 202 individuos sadios, pareados por sexo, idade e procedéncia
geografica. No grupo de casos, 191 eram do sexo feminino e 16 do sexo masculino,

configurando respectivamente 92,3% e 7,7% dos casos. No grupo controle havia 192
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individuos do sexo feminino e 10 do sexo masculino, configurando respectivamente 95,0% e
5,0% dos controles. A média das idades foi de 34,22 + 11,83 anos no grupo de casos e 40,36
+ 19,48 anos no grupo controle. Quanto ao local de nascimento do caso index, pais e avés, no
grupo de casos 176 (85,0%) forneceram informacgdes, sendo 112 (63,6%) com trés geragdes
nascidas na Amazonia, 39 (22,2%) com duas geragdes nascidas na Amazoénia, 22 (12,5%) s6
0 paciente nascido na Amazonia e em trés casos (1,7%) o paciente ndo era nascido na
Amazobnia. No grupo controle, 195 (96,5%) informaram a procedéncia. Havia 102 (52,3%)
com trés geracdes nascidas na Amazonia, 47 (24,1%) com duas geragdes nascidas na
Amazodnia, em 28 (14,6%) ocorréncias apenas o individuo controle nasceu na Amazonia, € em
18 (9,2%) ocorréncias o individuo controle nao nasceu na Amazonia. Com relagdo a cor auto-
definida da pele, 178 (85,9%) individuos no grupo de casos e 185 (91,5%) no grupo controle
forneceram informagdes. No grupo casos, 45 (25,3%) definiram-se como brancos, dois
(1,1%) definiram-se como negros, 130 (73,0%) definiram-se como pardos, um (0,6%)
definiu-se como indigena e nenhum definiu-se como “amarelo” sic. No grupo controle 50
(27,0%) individuos definiram-se como brancos, 13 (7,0%) como negros, 118 (63,%) como
pardos, quatro (2,2,0%) como indigenas e nenhum definiu-se como “amarelo” sic. Na tabela 1
¢ apresentada a composicdo desses grupos com relacdo a varidveis demograficas descritas
acima. Observa-se que houve diferenca com significancia estatistica entre casos e controles no

item procedéncia com trés geragdes amazonidas, cor branca e cor parda.
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Caracteristica Grupo Casos Grupo Controles “p”

demografica
Numero de Participantes 207 202
Sexo Feminino 191 (92,3%) 192 (95;0%) 0,34
Sexo Masculino 16 (7.7%) 10 (5,0%) 0,34
Meédia de idade 34,22 £ 11,83 40,36 £ 19,48 <0,001
3 geragdo amazonidas 112/176 (63,6%) 102/195 (52,3%) 0,0357
2 geragdo amazonidas 39/176 (22,2%) 47/195 (24,1%) 0,7491
1 geragdo amazonidas 22/176 (12,5%) 28/195 (14,6%) 0.7104
Nao amazonida 3/176 (1,7%) 18/195 (9,2%) 0,0036
“branco” 45/178 (25,3%) 50/185 (27,0%) 0,7957
“negro” 2/178 (1,1%) 13/185 (7,0%) 0,0140
“pardo” 130/178 (73,0%) 118/185 (63,%) 0.0749
“indigena” 1/178 (0,6%) 4/185 (2,2,0%) 0,3912
“amarelo” (sic) 0/178 0/185

Tabela 1 — Composicio demogréfica de casos e controles, com quantificagio por sexo, idade, procedéncia e cor

autodefinida.

A freqiiéncia do alelo G na posi¢do 7146 do gene PDCD] foi de 91.8% no grupo de

casos e de 93,1% no grupo controle. Correspondentemente, a freqiiéncia do alelo A foi de

8,2% no grupo de casos e de 6,9% no grupo controle.Os genodtipos GG, GA e AA no grupo de

casos foram 85,5%, 12,6% e 1,9% e, respectivamente, 87,1%, 11,9% e 1,0 % no grupo

controle. Os carreadores do alelo G, isto ¢, individuos GG ¢ GA foram 98,0% no grupo de

casos € 99,0% no grupo controle. Os carreadores do alelo A, isto ¢é, individuos AA e GA

foram 14,5% no grupo de casos e 12,9% no grupo controle. Nao houve diferenca significante

estatisticamente (p>0,05) quanto a freqiiéncia alélica, as freqiiéncias genotipicas e a

freqiiéncia de carreadores entre os dois grupos. Esses dados estdo resumidos na Tabela 2.
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Genotipagem Grupo Casos Grupo Controles “p”
(n=207) (n=202)
Alelo G 91,8% (380/414) 93,1% (376/404) 0,5752
Alelo A 8,2% (34/414) 6,9% (28/404) 0,5752
Gendtipo GG 85,5% (177/207) 87,1% (176/202) 0,7391
Genotipo GA 12,6% (26/207) 11,9% (24/202) 0,9532
Gendtipo AA 1,9% (4/207) 1,0% (2/202) 0,7031
Carreadores do alelo G 203 (98,0%) 200 (99,0%) 0,7031
Carreadores do alelo A 30 (14,5%) 26 (12,9%) 0,7391

Tabela 2 — Freqiiéncias alélica, genotipica e de carreadores do alelo A e G do polimorfismo da posi¢do 7146 do
gene PDCDI em individuos casos e controles.

No grupo de casos e no grupo controle as freqiiéncias genotipicas esperadas para o

equilibrio de Hardy-Weinberg ndo diferem estatisticamente das freqiiéncias genotipicas de

fato observadas. As duas populagdes respeitam, portanto, o equilibrio de Hardy-Weinberg,

presumindo-se pan-mixia.

Na Tabela 3 sdo apresentadas as distribui¢des dos alelos G ¢ A em casos e controles

com estratificacdo por caracteristicas demograficas. Observa-se que a freqiiéncia de A nao

variou entre casos e controles considerando-se apenas o sexo feminino

ou masculino.

Também ndo ocorreu variagdo entre casos e controles considerando-se respectivos locais de

nascimento por trés geragdes. A freqiiéncia do alelo A também ndo variou entre casos €

controles considerando-se a cor da pele autodefinida. Na tabela 3 sdo apresentados os valores

da freqiiéncia do alelo A em casos e controles nessas categorias demograficas.
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Niumero Freqiiéncia
Caracteristicas Encontrado do alelo A »
demograficas
casos controles casos controles
(n) (n) (n) (n)

Total 207 202
Sexo Feminino 191 192 7,7 % 6,7 % 0,6623
Sexo Masculino 16 10 6,2 % 5,0% 1,000
Total 176 195
3 geragdes amazonidas 112 102 8,4 % 7,3 % 0,8006
2 geracdes amazonidas 39 47 14,1% 8,5 % 0,3574
1 geragdes amazonidas 22 28 0,0 % 1,7 % -
Nao amazonida 3 18 0,0 % 8,3 % -
Total 178 185
Cor “branca” 45 50 8,8 % 7,0 % 0,8316
Cor “negra” 2 13 0 % 15,3 % -
Cor “parda” 130 118 8,4 % 6,3 % 0,4714
Cor “indigena” 1 4 0 % 12,5 % -
Cor “amarela” 0 0 0 0 -

Tabela 3 — Freqiiéncia do alelo A no grupo de casos e no grupo controle, conforme categorias demograficas
sexo, procedéncia e cor da pele autodefinida.

O grupo de casos foi estratificado conforme caracteristicas descritivas da doenga, para
analise da freqiiéncia do alelo A. Para efeitos de comparagdo e avaliagao de significancia
estatistica, o termo de referéncia foi a freqiiéncia alélica de A no grupo controle (6,9%). Nos
45 pacientes com LES de inicio na faixa pediatrica (até 18 anos) a freqiiéncia de A foi 10,0%.
Na faixa de adulto jovem (18 a 36 anos) foi de 6,6% e no lipus da maturidade (mais que 36
anos) foi 10,0%. Nos pacientes que apresentavam quatro ou cinco critérios do American
College of Rheumatology (ACR) a freqiiéncia de A foi 7,7%, nos pacientes com seis ou sete
critérios a freqiiéncia de A foi 8,4% e nos pacientes com oito ou mais critérios a freqiiéncia de
A foi 15,6%. Com relacao aos critérios do ACR vistos individualmente, a freqiiéncia de A nos
pacientes foi de: 8,1% para fotossensibilidade; 7,6% para erupcao malar; 10,5% para erupcao
discoide; 6,2% para ulcera oral; 7,8% para artrite; 8,6% para acometimento renal; 5,3% para o

acometimento renal grave; 9,3% para o acometimento hematologico; 9,3 para anemia
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hemolitica; 9,5% para trombocitopenia; 10,2% para leucopenia; 12% para serosite; e 7,5%
para o acometimento neuroldgico. Com rela¢do a comorbidade e antecedentes familiares, nos
pacientes com fenomenos trombdticos a freqiiéncia de A foi 7,5%, nos pacientes com
hipertensdo arterial sistémica foi 9,8%, nos pacientes com diabetes mellitus foi 10,0%, nos
pacientes com outra doenga auto-imune foi 11,1%, nos pacientes com LES familiar foi 10,8%,
e nos pacientes com historia de outra doenga auto-imune familiar foi de 12,5 %. Com relagao
a titulagdo dos anticorpos antinucleares, nos pacientes com FAN até 1/320 a freqiiéncia do
alelo A foi de 5,5%, naqueles com FAN acima de 320 e abaixo de 2560 a freqiiéncia do alelo

A foi de 8,7% e nos pacientes com FAN igual ou maior que 2560 a freqiiéncia do alelo A foi

de 11,8%.
Caracteristica Pacientes Freqiiéncia p
nosolégica no subgrupo | do alelo A

Inicio LES até 18 anos 45 10,0 % 0,4360
Inicio LES 18-36 anos 112 6,6 % 1,000
Inicio LES mais 36 anos 50 10,0 % 0,4070
4 ou 5 critérios ACR 113 7,0 % 1,000
6 ou 7 critérios ACR 78 8,4 % 0,6963
mais que 8 critérios ACR 16 15,6 % 0,1491
FAN até 320 63 5,5% 0,7365
FAN 640 - 1280 97 8,7 % 0,5291
FAN maior 1280 38 11,8 % 0,2156
Tabela 4 — Freqiiéncia do alelo A no grupo de casos conforme estratificados
conforme subfenotipos que indicam as caracteristicas clinicas da doenca. A
significancia estatistica foi tirada tendo como referéncia a freqiiéncia do alelo A no
grupo controle (p/contr) e no grupo de lupicos expurgado dos pacientes que ja
compunham o grupo sob analise.
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6. DISCUSSAO

Considerando o conjunto de dados referentes a patogenia do lapus eritematoso
sistémico, a possivel participacdo do gene PDCDI nesse concerto, o envolvimento do
segmento cromossomial 2q.37.1, os modelos murinos de auto-imunidade interessando a
molécula PD-1 e seus ligantes, e os estudos de associagdo efetuados por Prokunina (2002) e

Ferreiros-Vidal (2004), algumas questdes importantes restam por ser esclarecidas:

1. O gene PDCDI1 esta efetivamente associado a ocorréncia do lipus eritematoso sistémico?
2. O polimorfismo G/A na posi¢do 7146 do gene seria o polimorfismo causal responsavel pela
possivel associacao?
3. O polimorfismo G/A na posi¢ao 7146 do gene seria, alternativamente, um marcador efetivo
para essa possivel associacao?
4. Qual o comportamento desse polimorfismo em outras populagdes humanas, de diferentes
ancestralidades?
5. Ha diferenca na expressao funcional da proteina PD-1 em pacientes com lipus eritematoso
sistémico?
6. A posicao intronica 7146 do gene PDCDI1 tem realmente um carater regulador sobre a
expressdo génica, e a variagdo de guanina para adenina nesse locus acarreta variabilidade
fenotipica quantitativa na expressao do gene?
7. Quais as perspectivas futuras para a exploragdo do gene PDCDI e do genoma lupico como
um todo?

O presente trabalho visa contribuir com dados adicionais para a quarta das questdes
postas acima. Tentaremos também, ao final desta discussdo, responder as outras perguntas

formuladas.
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Pesquisas iniciais que justificaram atencdo sobre o gene PDCDI1 e o polimorfismo
7146-G/A em pacientes lupicos originaram-se do grupo de Marta Alarcon-Riquelme e
colaboradores, na Universidade de Upsalla, na Suécia. Estudos de ligagdo (linkage) pan-
genodmicos (wide genoma screening) apontaram o segmento 2q37.1 no braco longo do
cromossomo dois como um sitio fortemente suspeito em familias com casos multiplos de SLE
(LINDQVIST 2000). Nesse segmento estd o gene PDCDI, de papel importante na
imunorregulacdo, e implicado em modelos murinos de quadros lupus-simile e auto-
imunidade. Foram identificados, inicialmente, em dez individuos escandinavos, sete SNPs em
loci exdnicos e intronicos de PDCD1 (PROKUNINA, 2002) e sua composicao haplotipica.
Trabalhando com populacdes de origem escandinava, euro-americana e mexicana Prokunina
(2002) observou que o polimorfismo 7146-G/A segregava com o fenotipo lupico, com
predominio do alelo A nos individuos doentes. Ferreiros-Vidal (2004), por sua vez,
trabalhando com populagdes de cinco regidoes da Espanha, também observou que o
polimorfismo 7146-G/A segregava com o fenotipo lapico, porém com predominio do alelo G
nos individuos doentes. A plausibilidade fisiologica do polimorfismo 7146-G/A ¢ grande,
considerando-se que o locus tem caracteristicas de um sitio de ligacao do fator de transcrigdao
Runx-1. Qual seria, entdo, a razao da discrepancia entre os achados dos dois estudos?

Antes de tudo ¢ necessario considerar que apenas 16 a 30% das associagdes
inicialmente relatadas na literatura sdo consistentemente replicadas em estudos subseqiientes
(LOHMUELLER KE, 2003). Uma causa comum ¢ o hiperdimensionamento do efeito do
polimorfismo no primeiro trabalho publicado, conhecido no jargdo técnico como winner’s
curse (SPECTOR 2006), um fato reconhecido mas ¢ de dificil confirmacdo em trabalhos
individuais, sobretudo no caso em tela ja que houve consisténcia nas quatro populagcdes

estudadas por Prokunina (2002). Outra possivel causa de nao-replicacao ¢ o tamanho amostral
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pequeno nos estudos subseqiientes, gerando resultados falso-negativos, o que também nao
parece ser o caso, pois Ferreiros-Vidal (2004) trabalhou com 518 lupicos e 800 controles.
Outra possivel causa ¢ a ocorréncia de estratificacdo na populagdo estudada, gerando grupos
de casos e controles heterogéneos do ponto de vista da ancestralidade, o que também nao se
aplica ao caso, pois os controles de Prokunina (2002) foram familiares sem a doenca, € o
pareamento na Espanha parece ter sido confidvel e reprodutivel em cinco regides diferentes.
Ferreiros-Vidal (2004) considera, entdo, a possibilidade de que o locus 7146 ndo seja o
polimorfismo causal, mas que o gene PDCD1 seja efetivamente associado ao lipus através de
um outro polimorfismo causal, a ser identificado, em desequilibrio de ligacdo com locus
7146. Heterogeneidade genética por diferentes ancestralidades nas populagdes estudadas
justificaria a variabilidade no locus 7146, sem alterar o vinculo com o SNP causal em bloco
haplotipico comum.

Um estudo de associagdo ideal demandaria a exploracdo exaustiva da variabilidade do
gene, com identificagdo de todos SNPs, formacdao de haplotipos e identificagdo do SNP
associado ao fenotipo e testagem para expressao funcional. A exploragdo da variabilidade de
PDCDI1 por ocasido da execugdo dos estudos citados era limitada a menos que dez SNPs. Até
2004, outros pesquisadores ja haviam identificado outros 35 SNPs no gene. Com relacao ao
sitio de ligacdo de Runx-1 na posicdo 7146, Ferreiros-Vidal (2004) reconhece 170 outros
possiveis sitios de ligacao de Runx-1 e outros fatores de transcricdo em segmentos intronicos
de PDCDI1. Logo, abundam possibilidades para o real SNP causal, podendo inclusive ser
diferentes SNPs em diferentes individuos, € haver mais de um SNP em um mesmo individuo,
agindo somatoéria ou sinergicamente (epistase).

Para melhor explorar a discrepancia observada, Ferreiros-Vidal e colaboradores
(2007) fizeram um mapeamento do continente europeu genotipando PDCD1/7146-G/A em

lupicos e controles na Finlandia, Republica Tcheca, Alemanha, Hungria, Grécia e Italia
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(Napoles, Roma e Mildo), acrescidas as amostras originais da Suécia e Espanha. O resultado
mostra um gradiente (cline) na freqiiéncia alélica de A apenas nos controles através do
continente, com valores menores no nordeste (Finlandia — 5,5%) ¢ maiores no sudoeste
(Espanha — 15%). Por sua vez a freqiiéncia de A em lipicos mantém-se homogénea em todo o
continente, numa faixa entre 8% a 12%. Esse tipo de gradiente — genético, cultural e
lingiiistico — ¢ comum em todos os continentes (CAVALLI-SFORZA, 1997) e mostra que a
existéncia de heterogeneidade numa populagdo mesmo que aparentemente homogénea como
os chamados “caucasianos” pode acarretar viés em estudos de epidemiologia genética.

Nesse cendrio, justifica-se estudar mais a fundo a associacdo entre lipus e o gene
PDCDI, tanto epidemiologicamente, tentando reproduzir a associagdo em novas e diferentes
populacdes, como fisiologicamente, tentando evidenciar expressdo protéica diferenciada e
disfuncdo imune dependente de PDCDI1 no fen6tipo definido. Spector e colaboradores (2006)
distinguem duas categorias em trabalhos subseqiientes a uma descri¢ao original de associacao:
estudos de “replicagdo” quando realizados em populagdo etnicamente similar a do trabalho
original, ¢ estudos de “confirmac¢do” quando realizados em populagdes distantes étnica e
geograficamente da populagdo original. Ambos os tipos sdo necessarios para validacao de um
trabalho de associagao.

Nosso trabalho visou confirmar os achados originais de Prokunina (2002) e Ferreiros-
Vidal (2004) em populagao diferente geograficamente, oriunda da Amazonia brasileira, com
uma importante composi¢do de etnia amerindia. Nossos resultados mostraram freqiiéncias
similares do alelo A em casos (8,2%) e controles (6,9%), sem diferenca estatisticamente
significante. Freqiiéncias genotipicas GG, GA e AA foram igualmente similares entre casos e
controles (85,5% versus 87,1% para GG, 12,6% versus 11,9% para GA, e 1,9% versus 1,0%
para AA). Ambos os grupos amostrais atendiam ao equilibrio de Hardy-Weinberg. Esses

resultados sdo compativeis com a interpretacdo de Ferreiros-Vidal (2004) de que o
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polimorfismo 7146-A/G ndo ¢ causal no lupus eritematoso sistémico, podendo apenas estar
em desequilibrio de ligacdo com o polimorfismo causal efetivo em SNP adjacente.

Alguns aspectos metodologicos devem ser destacados na abordagem do tema na
populacdo Amazdnica. Tentou-se caracterizar a populacdo estudada como realmente
procedente da regido, através do levantamento do local de nascimento de trés geragdes
incluindo o individuo index (caso ou controle), pais e avds. A maioria (63,6% e 52,3%) em
ambos os grupos tem trés geragdes de nascidos na Amazonia, com 1,7% e 9,2% nao naturais
da Amazonia. Reconhecemos, entretanto, que esse tipo de dado peca por viés de memoria, ja
que muitas vezes os casos index desconhecem a procedéncia e mesmo a identidade dos
antepassados. A maioria dos trabalhos publicados na literatura ndo mostra preocupagao
especial com esse rastreamento de procedéncia, se bem que o fluxo migratério interno em
outros paises pode ndo ser tdo grande como o observado no Brasil, particularmente na regido
de Manaus. Outra abordagem ¢ a anotacdo da “cor autodefinida” conforme pratica adotada no
Brasil pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) em recenseamentos
demograficos. Reconhecemos que cor, e por extensao “raga”, € um conceito praticamente
inutil, e eventualmente pernicioso, em estudos de saude, pois a cor da pele como outros
caracteres fenotipicos externos sao determinados por um pequeno numero de genes que nao
estao necessariamente ligados em desequilibrio a polimorfismos causais de doengas, podendo
ser, outrossim, marcadores sociais de um processo histérico, cultural e politico que
determinou efetivamente a condigdo moérbida. Por outro lado, estudos de Alves-Silva (2000) e
Carvalho-Silva (2001) com marcadores gendmicos de ancestralidade reforcam a tipicidade
étnica de nosso estudo, ao relatar que a populacdo da Regido Norte do Brasil tem uma
composi¢do mista — com o maior componente amerindio (54%) entre as cinco regides do pais,
além de componente euro-ibérico (31%), afro-descendente (15%), e tragos do oriente

proximo.
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As taxas que obtivemos do alelo A em controles foram menores que as observadas no
Meéxico, pais que poderia historicamente ter ancestralidade similar a nossa. Como o alelo A ¢
uma mutagio possivelmente européia, com pequena prevaléncia na Africa (SANGHERA DK,
2004). e inexistente na Asia Oriental (LIN SC, 2004), presume-se que a amostragem
mexicana tenha um maior componente de euro-descendéncia que a nossa amostragem no
Amazonas. Nao ha relato da variabilidade 7146-G/A em populacdes etnicamente isoladas de
amerindios.

Uma preocupagdo obrigatéria em um estudo de associagdo genética em casos e
controles ¢ ndo haver estratificagdo populacional, que ocorreria quando individuos de
diferentes ancestralidades figuram em diferentes proporcionalidades entre casos e controles, o
que acarretaria resultados falso-positivos ou falso-negativos (CLAYTON DG, 2005). Para
evitar esse viés ¢ importante o grupo controle reproduzir com fidelidade as caracteristicas do
grupo de casos. Marcadores genéticos de ancestralidade (FAFF 2004) sdao SNPs que permitem
caracterizar com precisao a origem geografica remota, continental, de cada individuo e pode
apontar estratificagdo em um dos grupos. Na falta desse recurso tenta-se incluir no grupo
controle individuos com caracteristicas pessoais, sOcio-econdmicas, culturais, geograficas e
até religiosas proximas as do grupo de casos. No nosso estudo, a composicao do grupo
controle contou com predominio de profissionais hospitalares, voluntarios, sendo a maioria de
nivel técnico ou de apoio, ndo fugindo ao padrao demografico do grupo de casos. Optamos,
também, intencionalmente, por incluir mulheres de faixa etaria maior. J4 que o fendtipo
lupico predomina na mulher na faixa reprodutiva, esse cuidado evitaria que mulheres jovens,
com possibilidade de ainda virem a desenvolver lupus, entrassem no grupo controle. Nao
haveria desvantagem, pois o gen6tipo € um trago estdvel que ndo muda com a idade ou com

outros fatores circunstanciais.
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Outro cuidado que tomamos foi analisar o polimorfismo 7146-G/A no grupo de
lupicos como um todo, e em subgrupos definidos por caracteristicas clinicas, patoldgicas ou
epidemioldgicas. Esse cuidado procede, pois na literatura ha relatos de associacdo ndo com o
fenotipo lupico inteiro, mas com subfendtipos como a positividade para o anticorpo
anticardiolipina (SANGHERA DK, 2004), a presenca de nefrite (PROKUNINA L, 2004) e
em lupus pediatrico (VELASQUEZ-CRUZ, 2007). Verificamos a freqiiéncia do alelo A em
portadores de cada um dos onze critérios do American College of Rheumatology (TAN E,
1982); em subgrupos formados conforme o nimero de critérios acumulados por paciente,
como indicador indireto de gravidade da doenca; e em subgrupos formados conforme a idade
de inicio da doenga. Nao observamos, entretanto, diferenga na freqiiéncia de A entre qualquer
subgrupo e o referencial comparativo, seja o grupo controle propriamente dito, seja o grupo
de lupicos expurgado dos pacientes engajados no subgrupo observado.

Vale ressaltar que a tipologia de nossos lupicos, conforme o padrdo de acometimento
clinico, ¢ representativa de um Servigo de Reumatologia, com a maioria dos pacientes
apresentando manifestagdes cutaneo-articulares. Caso a captagdo de casos fosse feita em um
Servico de Nefrologia, ou Hemodidlise ou Transplante, haveria um predominio de
manifestagdes renais. Caso a captacdo de casos fosse feita em um Servigo de Dermatologia,
haveria maior niumero de casos com lesdes discoide e baixa grau de morbidade clinica.
Fizemos subanalise em trés tipologias lupicas — cutaneo/articular, renal/neuroldgico, e anti-
cardiolipina/trombotico. Em nenhum desses subgrupos houve predominancia do alelo A em
comparagao com a freqiiéncia em controles ou no grupo de lupus expurgado dos incluidos no

subgrupo.

Dois outros aspectos de discussdo se impdem face ao avango do conhecimento nas

areas de genética e gendmica, e das técnicas atuais de alta vazao para o seqiienciamento de
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DNA. O primeiro ¢ como fica a pesquisa de um SNP isolado, candidato por localizagdo
cromossomica ou por plausibilidade fisioldgica, na era do Hap-Map (The International
HapMap Consortium, 2005). Outro aspecto ¢ a perspectiva que toma avaliagdes de SNPs
individuais na era dos mega-estudos de associacdo, pan-gendmicos (GWA —genoma wide
association studies), quando centenas de milhares de SNPs sdo testados simultaneamente para
associacdo com fendtipos especificos em populagdes de milhares de casos e controles
(SLADEK 2007, The Wellcome Trust Case Control Consortium 2007).

O projeto HapMap foi langcado em 2002 com o objetivo de criar uma base de dados
extensiva e exaustiva das variacdes puntiformes (SNPs) comuns (mais que 5%) do DNA
humano, incluindo todos os SNPs ndo-sindnimos, em 269 individuos de ancestralidade
africana, européia e asiatica, ja contabilizando hoje, terminada sua segunda fase, mais de
quatro milhdes de SNPs, com identificagdo de pontos de alta recombinagdo (hotspots) e
conseqiiente identificacdo de blocos haplotipicos e respectivos marcadores (tags), visando o
suporte publico e livre de estudos de associagdo genética — delineamento e analise — em
doencas humanas. Antes do HapMap um estudo de associacao completo teria idealmente que
escrutinar todos ou a maioria dos SNPs do gene candidato, identifica-los, localiza-los, e
organiza-los em haplotipos através de pesados programas computacionais. Com o HapMap
economiza-se tempo e recursos nessa faina, testando-se preferencialmente a associagao do
SNP marcador (tag) com o fendtipo fisiologico ou patologico desejado. No caso do gene
PDCDI esse recurso nao pode ser empregado porque PDCDI ndo consta do acervo do
HapMap pois, por obra do acaso, ndo foi captado em nenhum clone BAC (bacterial artificial
chromossome) usado para amplificacdo, seqiienciamento ¢ montagem do Projeto Genoma
Humano (ALARCON-RIQUELME ME, 2006). Entretanto, a localizagdo do gene em 2q.37 ¢
aceita sem disputa com base no trabalho de hibridizagao in situ feito por Shinohara (1994) e

pelo seqlienciamento alternativo do Sanger Center (http://www.ensembl.org).
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O advento de novas metodologias que tornam o sequenciamento do DNA mais rapido

e mais barato permitiu abrir um novo capitulo na histoéria da Gendmica, através do advento de
grandes estudos de associacdo com varredura integral do genoma (genoma wide association —
GWA), lendo simultaneamente 500.000 polimorfismos em grandes coortes como a do
Wellcome Consortium (2007), composta por 14.000 pacientes e 3.000 controles. Com tal
abundancia prescinde-se de genes “candidatos” por posicionamento ou aptiddo, pois sdo
seqiienciados todos os tags do HapMap, todas as variagdes ndo-sindnimas comuns (>5%),
SNPs regulatorios e outros SNPs estratégicos ou posicionais. Com essa perspectiva, a par de
avancos na area da bio-informdtica e da gendmica funcional, espera-se desvendar o enigma

das doengas complexas, abrindo vias para diagnosticos e tratamentos individualizados.
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CONCLUSAO

Com base nos dados publicados até a presente data e com os dados do atual trabalho,
podemos considerar que:
1. O gene PDCDI esté efetivamente associado ao lipus eritematoso sistémico, sendo um dos
muitos genes que participam de sua patogenia.
2. O polimorfismo 7146-G/A possivelmente ndo ¢ o polimorfismo causal que determina a
participa¢do de PDCD1 na patogenia do lupus eritematoso sistémico.
3. A associagdo de PDCDI1 ao LES dar-se-ia por desequilibrio de ligagdo a outro
polimorfismo efetivamente causal.
4. As freqiliéncias alélicas de A e G no polimorfismo PDCD1-7146 variam conforme a
populacdo estudada e sua ancestralidade, com a prevaléncia em controles conferindo viés nas
analises de associacao.
5. A expressao funcional de PDCDI ndo esta conclusivamente estudada no lupus eritematoso
sistémico, com indicios preliminares de perda de fungdo (Alarcon-Riquelme, 2006).
6. A regulagdo da expressdo fisiologica de PDCD1 estad por ser explorada, havendo indicios
da necessidade de ajustamento fino de sua ag¢do na regulacdo da proliferacio imune, na
blindagem de tecidos periféricos a agressao auto-imune e na exaustdo do sistema imune face a
infecgdes agudas e cronicas.
7. A exploracdo de SNPs e variabilidade gendomica no LES e outras doengas complexas auto-
imunes estd num momento histérico de extraordindria produtividade, com o advento de
técnicas de alta vazdo, como o GWA, e a conseqiiente possibilidade da dissec¢do molecular
de cada doenca, a possibilidade de descortinar da interagdo dos genes imunorregulatdrios com
o meio ambiente, e por fim a possibilidade de desenvolvimento de medidas profilaticas e
terapé€uticas eficazes, especificas, pontuais, sobretudo, customizadas ao perfil gendmico do

paciente.
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE DO AMAZONAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Investigador: LUIZ FERNANDO DE SOUZA PASSOS
Instituicfo: Universidade Federal do Amazonas
Telefone: (92) 8123-9311 (92)3236-5231

Titulo: POLIMORFISMO GENETICO DO RECEPTOR II-B DO FRAGMENTO Fc DA
IMUNOGLOBULINA G (FcyRIIB) EM PACIENTES AMAZONICOS COM
LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

Patrocinador e Executor: Universidade do Amazonas/ Doutorado Multi-
Institucional em Biotécnologia

Colaboracao: Laboratério de Tecnologia do DNA-ICB / Ambulatorio Araujo Lima
(HUGV-UFAM)

Descricao e objetivo do estudo:

Este estudo visa investigar a presenca da variante polimorfica do receptor IIB do fragmento
Fc da imunoglobulina G (FcyR-1IB) com o aminodacido isoleucina na posi¢dao 232 no lugar do
original treonina. Essa variante polimorfica é um possivel fator causal na patogenia do Lupus
Eritematoso Sistéemico. O trabalho consta da coleta de uma amostra de sangue venoso de
pacientes lupicos e de individuos controles, procedendo-se genotipagem por PCR-RFLP
(polymerase chain reaction — restriction fragment lenght polymorphism).

Riscos associados ao estudo:

O risco fisico associado ao estudo é minimo, relativo exclusivamente a flebopungdo. Estd
garantido que o material genético colhido sera utilizado exclusivamente para o estudo de
fatores genéticos associados a etiologia do Lupus Eritematoso Sistémico.
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Beneficios:

Nao ha beneficios imediatos para o paciente. Ha o beneficio potencial através da
descoberta de um fator genético importante na causa da doenca, que podera vir a gerar
novas modalidades de tratamento para os pacientes lipicos.

Havera ressarcimento por eventuais despesas decorrentes da participagdo de acordo
com as normas legais vigentes.

Confidencialidade e avaliagao dos registros:

Estdo garantidos o anonimato e a confidencialidade dos registros ou resultados dos
testes relacionados ao estudo, que serdo mostrados apenas a representantes dos Orgdos
executores, e a instancias cientificas nacionais e internacionais.

Direito a retirada do estudo:

Garante-se ao participante o direito de fazer qualquer pergunta referente aos riscos
potenciais ou desconhecidos, durante a participa¢do neste estudo. A qualquer momento
garante-se a possibilidade de solicitar o encerramento da participa¢do no mesmo.

O participante serda consultado com antecedéncia caso outros estudos venham ser
realizados com a amostra coletada e, sempre que necessario se fizer, contactarei os
executores do projeto, no enderego: Av. Gen. Rodrigo Octavio Jorddo Ramos, 3000 — Mini-
Campus, Bloco “G”, Laboratorio de Tecnologias de DNA; Tele/Fax : (92) 6474229.

Participacao voluntaria:

A participagdo neste estudo é voluntaria. Se o paciente ou individuo controle se
recusar a participar, ndo havera qualquer tipo de retaliacdo ou perda de beneficios a que eu
tenha direito.

O participante tem o direito de manter uma copia assinada deste documento.

Consentimento pos-informacao:

Apds ter recebido informacgoes claras sobre o conteudo deste termo,
livremente, expresso meu consentimento, eu concordo com minha
participacdo, como sujeito, no estudo.

DATA

/ /
ASSINATURA — Paciente ou individuo controle
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DATA

/ /
ASSINATURA — Pesquisador Responsavel

Impreséo datiloscopica
(p/ analfabeto)




ANEXO 2

UNIVERSIDADE DO AMAZONAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

QUESTIONARIO - PACIENTE Data:

Titulo: Polimorfismo genético do receptor II-B do fragmento Fc da imunoglobulina G (FcyRIIB) em
pacientes amazonicos com Lupus Eritematoso Sistémico.

Nome:

76

/

Sexo () Feminino  ( ) Masculino Data de Nascimento:

Tabela de etnia

Local de nascimento Cor/Etnia

Paciente

Pai

Avo Paterno

Avo Paterna

Mae

Av0 Materno

Avo Materna

Acompanhamento ( )AALima ( )HFM ( )HAM ( )NH ( )COM

Prontuario AAL:

Outras formas de contato:

Critérios do ACR Ano do Diagnéstico:

() Fotossensibilidade () Artrite () Neurolégico

() Rash Malar () Sorologico () Serosite

() Rash Discoide ( )Rim ( )FAN

() Ulcera Oral () Hematologico

Hematologicos () AHAI () Parpura () Leocopenia

Neurologico () Convulsdes () Psicose ( )YAVC () Coréia
Renais () Biopsia ( )EAS () IRC — Hemodialise

Histérico Familiar ( ) LES ( )AR+ ( )Tiredéide ( )TB ( )MH ( ) Outras auto-imunes

CO-MORB ( )HAS () Diabetes Mellito () Outras auto-imunes

Medicagao atual:
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UNIVERSIDADE DO AMAZONAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

QUESTIONARIO - CONTROLE Data: /

Titulo: Polimorfismo genético do receptor II-B do fragmento Fc da imunoglobulina G (FcyRIIB) em
pacientes amazonicos com Lupus Eritematoso Sistémico.

Nome:

Sexo () Feminino () Masculino Data de Nascimento: /

Tabela de etnia

Local de nascimento Cor/Etnia

Paciente

Pai

Avo Paterno

Avo Paterna

Mae

Avo Materno

Avo Materna

De onde foi escolhido o controle:

Formas de contato:

CHECK-LIST

() Artrite () Artralgia () Fotossensibilidade () Erupgdo Cutanea () Perda de cabelo

() Inchago ( ) Hipertensao ( ) Anemia () Tiredide () Tuberculose
( )MH

Historico na Familia ( ) LES () Artrite Reumatéide () Outras doengas auto-imunes
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