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RESUMO

Pénfigo foliaceo (PF) € uma doenca autoimune endemica no Brasil, caracterizada
pela presenca de anticorpos contra a desmogleina 1, causando acantdlise e bolhas
epidérmicas. O Receptor 1 do complemento (CR1) inibe a ativacdo do complemento,
podendo bloquear o rompimento das juncdes desmossdmicas. A fim de avaliar o
impacto funcional de CR1 na susceptibilidade ao PF, utilizamos Rea¢do em Cadeia
da Polimerase com iniciadores Sequéncia Especificos (PCR-SSP), simples e
multiplex, com a estratégia de haplotipar fisicamente nove polimorfismos de CR1.:
rs6656401 no intron 4, rs3849266 no intron 21, rs2274567 no exon 22 — p.H1208R,
rs3737002 no exon 26 — p.T1408M, rs11118131 no intron 26, rs11118167 no intron
28, rs17047660 no exon 29 — p.K1590E, rs4844610 e rs12034383 no intron 37. NOs
identificamos os alelos de CR1, distribuidos em treze haplotipos, em até 282
pacientes PF e 214 controles e quantificamos os niveis de CR1 soluvel (sCR1) em
um subgrupo de 53 pacientes e 27 controles. Encontramos associac¢do dos alelos
menores de dois polimorfismos, rs3737002 codifica p.1408Met, responsavel pelo
grupo sanguineo KCam (OR=0,55, p=0,006) e rs3849266 no intron 21 (OR=0.66,
p=0.046) com a protecdo ao PF. N6s também encontramos o rs17047660 (codifica
p.1590Glu, responsavel pelo grupo sanguineo McCoy), associado com a
susceptibilidade (OR = 2,99, p = 0,033) ao PF, respectivamente. NOs também
observamos que pacientes em remissao ou com lesdes localizadas em tratamento
tem niveis mais elevados de sCR1 comparados aos controles (p=0,01 e p=0,006,
respectivamente). Entre os pacientes com lesdo, 0s pacientes sob tratamento tém
niveis mais elevados de sCR1 (p= 0,002). Entre aqueles em tratamento, 0s
pacientes com lesdes localizadas tém niveis mais elevados de sCR1 do que
pacientes com lesdes generalizadas (p = 0,0004). Em concluséo, os polimorfismos
de CR1 estdo associados com susceptibilidade a doenca. O tratamento com
corticoide parece aumentar os niveis séricos de sCR1, e niveis mais altos podem
desempenhar um papel anti-inflamatério e protetor em individuos com pénfigo

foliaceo endémico PFE.

Palavras chaves: pénfigo foliaceo endémico, autoimunidade, polimorfismos de
CR1, sCR1.



ABSTRACT

Pemphigus foliaceus (PF) is an autoimmune disease endemic in Brazil, characterized
by the presence of autoantibodies against desmoglein-1, causing acantholysis and
epidermal blisters. Complement receptor 1 (CR1) inhibits complement activation,
which may block disruption of desmosomal junctions. In order to evaluate the
functional impact of CR1 on the susceptibility to PF, we used sequence-specific
PCR, simple and multiplex, in a strategy to physically haplotype nine CR1
polymorphisms: rs6656401 in intron 4, rs3849266 in intron 21, rs2274567 in exon 22
— p.H1208R, rs3737002 in exon 26 — p.T1408M, rs11118131 in intron 26,
rs11118167 in intron 28, rs17047660 in exon 29 — p.K1590E, rs4844610 and
rs12034383 in intron 37. We identified CR1 alleles, distributed in thirteen haplotypes,
in up to 282 PF patients and 214 controls and measured levels of soluble CR1
(sCR1) in a subset of 53 patients and 27 controls. We found an association of the
minor alleles of two polymorphisms, rs3737002 encoding p.1408M, responsible for
the KCam blood group (OR=0.55, p=0.006) and rs3849266 in intron 21 (OR=0.66,
p=0.046) with protection against PF. We also found the rs17047660 (encoding
p.1590E, responsible for the McCoy blood group), associated with susceptibility to
PF (OR=2.99, p=0.033). Carriage of least one of two haplotypes encoding the KCam
(but not the McCoy blood group antigen) was associated with protection against the
disease (OR=0.56, p=0.009). We also observed that patients in remission or with
localized lesions but under treatment had higher levels of sCR1, compared with
controls (p=0.01 and p=0.006, respectively). Among patients with lesions, those
under treatment had higher sCR1 levels (p=0.02). Among those under treatment,
patients with localized lesions had higher sCR1 levels than patients with generalized
lesions (p=0.0004). In conclusion, CR1 polymorphisms were associated with
protection and disease susceptibility. Corticoid treatment seemed to increase sCR1
serum level, and higher levels may play a anti-inflammatory protective role in
individuals with EPF.

Keywords: pemphigus foliaceus, autoimmunity, CR1 polymorphism, sCR1.
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1 INTRODUCAO

O pénfigo é um grupo de doencas autoimunes O&rgao-especificas
caracterizadas pela formacdo de bolhas na camada superficial da epiderme,
decorrentes da perda de adeséo entre os queratindcitos (acantélise) e pela producéo
de autoanticorpos contra as caderinas desmossdmicas desmogleina 1 (DSG1),
molécula constituinte dos desmossomos e importante no processo de adesao celular
(CULTON et al., 2008), no pénfigo foliaceo (PF). O reconhecimento dos anticorpos
contra o autoantigeno ou de padrbes moleculares associados a células alteradas
ativa o sistema complemento, causando a sua deposi¢cao em espacos intercelulares,
colaborando com o processo que causa a acantolise (KAWANA et al,. 1985, 1988,
MESSIAS et al. 1988, 1989). No Brasil, o PF € endémico e atinge sua maior
incidéncia, acometendo principalmente adultos jovens, vivendo em areas rurais
(CULTON et al., 2008; FLORES et al., 2009).

Por ser uma doenga multifatorial, o PF inclui fatores ambientais e genéticos
em sua etiopatologia. A suscetibilidade ao PF néo esta relacionada a um unico loco
de um gene especifico, mas sim a presenca de diversos alelos de diferentes genes.
Associacbes com variantes de diversos genes do sistema imune, as quais
influenciam na susceptibilidade ao PF vem sendo descritas, em sua maioria, pelo
grupo de pesquisa do Laboratério de Genética Molecular Humana da UFPR. O gene
CR1 codifica uma glicoproteina polimorfica multifuncional, de cadeia simples, ligada
a membrana ou sollvel, pertencente a familia de proteinas reguladoras de ativacéo
do complemento (RCA). E expressa principalmente em eritrocitos, células B e
células dendriticas. CR1 atua como receptor para C3b e C4b, regulando a cascata
de ativacdo do sistema complemento e removendo complexos imunes opsonizados,
da circulacdo sanguinea. Na sua forma solUvel, apresenta atividade anti-inflamatoria
(BENNET et al. 2000, ARUMUGAN et al. 2006, LI et al. 2010), Polimorfismos que
alteram a expressdo do gene ou a atividade da proteina sdo comuns em diferentes
populacbes e tém sido associados a diferentes doencas infecciosas, como
hanseniase e maléria; autoimunes, como lupus eritematoso e artrite reumatoide, e
neurodegenerativas, como Alzheimer (ARORA et al., 2011; PICCOLI et al., 2011;
KREMLITZKA. et al., 2012; LORD e MORGAN, 2013). At¢é o0 momento, ndo ha
estudos relacionando a expresséo dessa proteina, assim como seus polimorfismos,

com o PF. Devido a relevancia de CR1 na regulagdo do sistema complemento e
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remocao de complexos imunes, eventos de grande importancia na patogénese desta
doenca, e dadas associacdes prévias com outras doencgas autoimunes, faz-se
necessario investigar o seu papel também na fisiopatologia do PF. Para tanto, neste
estudo pioneiro, pretende-se avaliar possiveis associacdes entre os polimorfismos
de CR1 e a expressao da proteina CR1 soluvel (sCR1) com a susceptibilidade ao
PF, assim como com diferentes manifestacfes sintomaticas, em pacientes com e

sem tratamento.
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PENFIGO FOLIACEO
2.1.1 Subtipos e aspectos clinicos

O pénfigo consiste em um grupo de doencas autoimunes 0Orgao-especificas
de pele e mucosas, que envolve a formacdo de autoanticorpos dirigidos
principalmente contra a desmogleina (DSG), proteina pertencente a familia de
moléculas de adeséao celular, apresentando perda de adesdo entre 0s queratinécitos
(acantolise) e formacédo de bolhas e vesiculas intra-epiteliais. As principais formas
clinicas conhecidas de pénfigo sdo: pénfigo folidceo (PF) e pénfigo vulgar (PV)
(CULTON et al., 2008).

O PV caracteriza-se pela presenca de autoanticorpos anti-desmogleina 3 na
forma mucosa e de anti-desmogleina 1 e 3, na forma mucocuténea. Ele apresenta
distribuicdo mundial, ocorre com incidéncia semelhante em ambos os sexos e tem
pico de incidéncia entre a quarta e a sexta década de vida, podendo acometer
qualguer faixa etaria. Diferente do PV, o PF apresenta autoanticorpos anti-
desmogleina 1 (anti-DSG1) (NISIHARA et al. 2003). Anticorpos contra outros
membros da familia das caderinas, como E-caderina, desmogleina 2, 3 e 4, e
desmocolina 1, 2 e 3, também foram relacionados ao PF (FLORES et al., 2012). No
PF, a acantolise ocorre nas camadas superficiais da epiderme e no PV, a acantolise
ocorre nas camadas mais profundas (Figura 1). O PF tem duas formas clinicas: uma
esporadica, também conhecida como o pénfigo de Cazenave, com distribuicdo
mundial, e outra endémica, em determinadas areas geograficas, denominada
pénfigo foliaceo endémico (PFE), ou fogo selvagem. As formas endémica e

esporadica sdo histologicamente e imunologicamente similares, diferenciando-se
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apenas por seus aspectos epidemiologicos (CHACON et al., 2012; GONCALVES et
al., 2011; SILVESTRE e NETTO, 2005).

O PF pode ser classificado em duas formas: a localizada e a generalizada. Na
forma localizada, as lesdes séo vesiculas e pequenas bolhas, geralmente limitadas
na face, cabeca, pescoco e partes altas do tronco, que se rompem facilmente,
deixando pequenas areas erosivas. Alguns pacientes com esta forma podem evoluir
para a forma generalizada, por apresentarem disseminacéo das lesGes para tronco,
abdémen e membros superiores e inferiores. A forma generalizada é caracterizada
pela disseminagdo das les6es no tronco e nos membros, além da face e do couro
cabeludo. A fase eritrodérmica € caracterizada pela expressdo maxima da forma
generalizada, em que eritema e lesdes esfoliativas ocupam todo o tegumento. Na
fase mais aguda da doenca, ocorre a invasdo bolhosa e disseminacdo cutanea da
doenca, causando febre, artralgias e sensacdo de queimacdo e ardor cutaneos
(CAMPBELL et al., 2001; CUNHA e BARRAVIEIRA, 2009; RIBEIRO et al., 2005).
Em termos de evolucédo de quadro clinico, o PF pode ser classificado como agudo,
cronico, recorrente e curado. Os casos agudos sao aqueles com duracdo de menos
de 6 semanas; casos cronicos sao aqueles que duram mais de 6 semanas, e casos
recorrentes sao aqueles que entram em remissao apds o tratamento, mas reiniciam
apos algum tempo. Os casos curados ndo apresentam lesdes ou sorologia positiva,
por pelo menos 12 meses (RIBEIRO et al., 2005).
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Figura 1: Diferencas da acantdlise de pénfigo foliaceo (PF) e pénfigo vulgar (PV). LEGENDA: DSG -
desmogleina, N - nicleo. FONTE: CULTON et al. (2008).
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2.1.2 Histopatologia e imunopatologia

O pénfigo é caracterizado pelo rompimento do desmossomo, que € a principal
estrutura envolvida na adeséao intercelular. O desmossomo possui duas regides: a
regido da placa e a regido do nucleo. Os principais componentes do ndcleo séo os
dominios extracelulares das caderinas, especificamente das desmogleinas (DSG1,
DSG2 e DSG3) e das desmocolinas (DSC1, DSC2 e DSC3) (Figura 2) (CAMPBELL
et al., 2001; ANHALT et al., 1999; DI ZENZO et al., 2012). As por¢des extracelulares
destas moléculas de adesdo dependentes de calcio, especialmente das
desmogleinas 1 e 3, sdo alvos de autoanticorpos IgG patogénicos (CAMPBELL et
al.,, 2001; CULTON et al., 2008), colaborando para causar a perda de coeséo
epidérmica célula-célula e acantélise (LOMBARDI et al., 1999; CULTON et al., 2008)
(Figura 3).
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Figura 2: Estrutura do desmossomo: a) Eletromicrografia de desmossomo; b) Esquema de proteinas
desmossomais e distancia relativa da membrana do plasma. NOTA: As caderinas desmossomais, as
desmogleinas e as desmocolinas, se estendem através do nucleo extracelular e da placa externa
densa (ODP) para estabelecer contato e adesdo as células vizinhas de forma Ca®*-dependente. As
caudas das caderinas citoplasmaticas estdo associadas a proteinas vinculadoras: placoglobina (PG),
placofilinas (PKP) e desmoplaquina (DP). DP liga-se a filamentos intermediarios de queratina (KIF) no
interior da placa interior densa (IDP), que serve para amarrar os filamentos intermediarios da
membrana plasmatica. FONTE: adaptado por DELVA et al. (2009).
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Figura 3: Estrutura molecular do ectodominio da DSG1 e DSG3. NOTA: As caderinas contém cinco
dominios de caderinas extracelulares (EC) em série (EC1 — EC5) na membrana citoplasmatica (CM).
Os dominios extracelulares de Dsgl e Dsg3 contém quatro caderinas (EC1 a EC4) e um dominio
proximal de membrana (EC5). O grau de identidade de sequéncia entre estes dominios é também
mostrado nesta figura. FONTE: AOKI et al. (2004).

As lesdes epidérmicas de pacientes de PF apresentam deposi¢cdes de
anticorpos (BYSTRYN et al., 1978). Os anticorpos encontrados no soro de pacientes
pertencem predominantemente a subclasse de imunoglobulinas (lg) 1gG4, mas
também s&o encontrados 1gG1, 1gG2, IgG3, IgE e IgM (CAMPBELL et al., 2001;
QIAN et al., 2011; QIAN et al., 2012; CULTON et al., 2008; CHACON et al., 2012;
DING et al., 1997). Por meio de diferentes estudos, demonstrou-se que 0s pacientes
de PFE exibem uma resposta de IgGl precoce, seguida por uma resposta
sustentada IgG4. De fato, os autoanticorpos IgG1l foram indetectaveis em soros de
pacientes que entraram na fase crbnica da doenca (doenca com mais de seis
semanas de evolucao) ou que foram efetivamente tratados. Autoanticorpos IgG4, no
entanto, foram a subclasse predominante nos soros desses pacientes (RIVITTI et
al., 1994 apud DING et al., 1997; ROCK et al., 1989; ALLEN et al., 1993; AOKI et al.,
2004). Além dos autoanticorpos anti-DSG1, autoanticorpos contra outros membros
da familia das caderinas, como E-caderina, desmogleina 2, 3 e 4, e desmocolina 1,
2 e 3, também foram relacionados ao pénfigo (FLORES et al., 2012).

A resposta celular também é essencial na patogenia do PF, ja que a produc¢éo
de anticorpos pelas células B requer a interacdo com células T. Essas células
reconhecem epitopos localizados no ectodominio da DSG1, e a sua proliferagéo é
antigeno-especifica (LIN et al., 2000; AOKI et al., 2004). Em individuos com PF, a
resposta de células T é blogueada por anticorpos HLA-DR, mas ndo por anticorpos
HLA-DQ ou HLA-DP, indicando que a resposta especifica contra DSG1 é restrita a
HLA-DR. As células T expressam CD3, CD4, CD45RO e TCR, e ndo expressam
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CD8, CD19, CD45RA, o que sugere que sdo células T CD4+ de memodria. Além
disso, estas células produzem interleucina 4 (IL-4), IL-5 e IL-6, mas n&o interferon
gama (IFN-y), indicando que sao do tipo Th2 (T auxiliares do tipo 2). As citocinas do
tipo 2, tais como IL-4, podem ser importantes na modulacdo da producdo de
subclasses de IgG nestes pacientes, aumentando a producdo de IgG4 (AOKI et al.,
2004; CAMPBELL et al., 2001).

2.1.3 Epidemiologia

O pénfigo folidceo endémico ocorre em regifes de clima tropical com altitude
entre 500 e 800 metros, sendo extremamente raro, em regioes abaixo de 400 metros
ou acima de 1000 metros. No Brasil, o pénfigo foliaceo é endémico nos estados
localizados entre 45° a 60° de longitude a oeste e 5° a 25° de latitude ao sul, sendo
eles: Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo e Parana
(CULTON et al., 2008; DIAZ et al., 1989; LOMBARDI et al., 1992). O pénfigo foliaceo
endémico na América do Sul, ndo apresenta associagdo com Sexo ou grupo étnico e
manifesta-se em adultos, jovens e criancas. Os individuos com a doenca geralmente
trabalham no campo, vivem em casas rusticas localizadas perto de rios ou riachos e
criam animais, normalmente sdo de baixa renda e com higiene pessoal precaria
(CULTON et al., 2008; FLORES et al., 2009).

Observado desde o inicio do século no Brasil, o PF continua a representar um
problema de saulde publica, com uma incidéncia de 25-35 casos/milhdo/ano.
Pessoas de diferentes racas e origens étnicas, incluindo os brasileiros de
ascendéncia portuguesa, espanhola, alema, africana e japonesa que vivem nas
areas endémicas, sao acometidas pela doenca (AOKI et al., 2004; FRIEDMAN et al.,
1995). Na década de 80, foram registrados mais de 15.000 casos de individuos com
a doenca (FRIEDMAN et al., 1992; FRIEDMAN et al., 1995; DIAZ et al., 1989). A
maior prevaléncia (3,4%) foi encontrada em duas populacdes amerindias no Centro-
Oeste do Brasil, pertencentes a reserva Xavante (FRIEDMAN et al., 1995) e a
reserva Terena de Lim&o Verde (HANS-FILHO et al., 1996). Ambos apresentam uma
incidéncia de 1 a 4 casos novos, por 1200-1350 individuos, por ano (AOKI et al.,
2004; CULTON et al., 2008).

A doenga tem sido descrita em outros paises: do México ao norte da
Argentina, principalmente Paraguai, Bolivia, Peru, Colébmbia e Venezuela, e em

algumas zonas tropicais no continente africano, principalmente a Tunisia. No Peru, o
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pénfigo existe desde tempos pré-colombianos, uma vez que representacfes da
doenca podem ser encontradas em figuras de ceramica inca (huacos) das culturas
Moche e Chimu (CHACON et al., 2012; RIBEIRO et al., 2005; SILVESTRE et al.,
2005). Na Colémiba, foi descrita uma variante de PFE com o nome de “El Bagre”, na
qual os pacientes também apresentam elevada autoreatividade a moléculas das
plaguinas e a diferentes epitopos cardiacos, razdo pela qual tém susceptibilidade
aumentada a morte subita por faléncia cardiaca (ABREU-VELEZ et al. 2011).
Formas endémicas de PF foram observadas também na Tunisia, onde a doenca tem
incidéncia de 6,7 novos casos por milhdo de habitantes, por ano, e atinge,
principalmente, mulheres de 25 a 34 anos de idade. A proporgéao sexual do PF neste
pais, se considerados todos os tipos de pénfigo, é de 4 mulheres para 1 homem. Ja
na Franca, onde o PF ndo é endémico, a incidéncia € de 1 a 7 novos casos por
milhdo de habitantes, por ano (BASTUJI-GARIN et al., 1996).

2.1.4 Etiologia e fatores ambientais.

As casas em que os pacientes com PF vivem, geralmente estdo localizadas
dentro de 10 a 15 quilébmetros de um rio ou riacho, e uma variedade de insetos é
encontrada nas proximidades. Sdo eles: flebotomineos (Lutzomyia longipalpis,
conhecido como mosquito palha), reduvideos (barbeiros) e simulideos (mosca preta
ou “borrachudo”). Por meio de estudos epidemiolégicos, demonstrou-se que 0
namero de novos casos de PFE é maior no final da estacdo chuvosa (setembro a
marco) e menor durante o verdo seco (abril a agosto), sugerindo que a multiplicacéo
de insetos e o aumento do nimero de individuos com PFE estdo correlacionados
(CULTON et al., 2008; LOMBARDI et al., 1992; QIAN et al., 2012). Observou-se
também que individuos expostos a picadas de simulideos sdo 4,7 vezes mais
propensos a desenvolverem a doenca, do que aqueles que ndo foram expostos
(LOMBARDI et al., 1992; FRIEDMAN et al., 1995).

Foi sugerido que a DSG1 apresenta reagcao cruzada com antigenos salivares
de insetos hematoéfagos. Individuos geneticamente predispostos e/ou no estagio pré-
clinico de PFE, possuem niveis elevados de autoanticorpos anti-DSG1 contra o
dominio extracelular da caderina 5 (EC5) da DSG1. A transicdo do estagio pré-
clinico para o estagio clinico do PFE é acompanhada pelo surgimento de
autoanticorpos especificos para os dominios EC1 e EC2. Além disso, 0s anticorpos

nos soros de pacientes com doencga ativa reconhecem os dominios EC1 e EC2 da
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molécula, enquanto que nos doentes em remissao, a resposta autoimune € restrita
apenas ao dominio EC5. A transi¢cdo da resposta autoimune do estagio pré-clinico,
para o estagio clinico, pode ter um tempo de incubac&o de véarios anos (CHACON et
al., 2012; AOKI et al., 2004; DI ZENZO et al., 2012).

O consumo de alguns alimentos tem sido relacionado com a manifestagéo do
PF, como o alho, alho-por0, cebola e alimentos que possuem tanino. Uma série de
outros fatores ambientais tem sido relacionado ao desencadeamento da doenca:
alguns tipos de medicamentos (especialmente 0os que contém tiol em sua
composi¢cdo, por exemplo, penicilina), infecgbes virais, exposicdo a raios
ultravioletas e raios ionizantes, contato com pesticidas, e estresse fisico e emocional
(BASCONES et al., 2010; LOMBARDI et al., 1999; RUOCO et al., 2003). No caso do
PFE na Tunisia, o uso de cosméticos tradicionais como hena e outros foram

implicados na incidéncia aumentada em mulheres (BASTUJI-GARIN et al. 2002).
2.1.5 Fatores Genéticos

Uma das principais caracteristicas do PFE no Brasil € a grande ocorréncia de
casos familiares, geneticamente relacionados. Pesquisadores tém documentado a
sua natureza familiar: entre os indios Terena houve compartilhamento genético em
60% dos afetados, e entre os Xavantes, em 80% dos afetados (AUAD, 1972 apud
AOKI et al., 2004; CAMPBELL et al., 2001).

Os genes HLA classicos de classe | e de classe Il localizados no Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC) s&o frequentemente investigados em
estudos de associacdo com doencas autoimunes, por terem funcéo relevante na
resposta imune e apresentarem elevado grau de polimorfismo. Varios genes HLA
estdo entre os mais investigados nos estudos de associacdo com o pénfigo
(MARTEL et al., 2002). O primeiro estudo de associagao entre genes HLA e PFE foi
realizado por Petzl-Erler e Santamaria em 1989, que encontraram associacao
positiva dos grupos alélicos HLA-DR1 e HLA-DR4 com a doenca, e associacao
negativa com grupo HLA-DQ2. Observou-se que os alelos HLA-DRB1*0102, 0404,
1402, 1406, associados ao pénfigo, compartiham uma sequéncia consenso
(LLEQRRAA) na posi¢cdo 67-74, no terceiro dominio hipervariavel do gene HLA-
DRB1 (AOKI et al., 2004; CULTON et al. 2008). Esses dados levaram os autores a

sugerir gue a susceptibilidade ao PFE nédo est4 relacionada a um unico antigeno de
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histocompatibilidade, mas a um epitopo presente em todos os alelos HLA
associados com PFE, sem relacdo com o grupo étnico (CAMPBELL et al., 2001).

Outros genes também foram associados ao pénfigo: variantes genéticas do
gene da morte celular programada 1 (PDCD1) (BRAUN-PRADO e PETZL-ERLER,
2007), CD40, CD40L e BLYS (MALHEIROS e PETZL-ERLER, 2009), genes KIR
(AUGUSTO et al., 2012), interleucina 6 (IL6) e interleucina 4 (IL4) (PEREIRA et al.,
2004). Associacdes nao foram encontradas com fator de necrose tumoral (TNF),
linfotoxina alfa (LTA) (ROXO et al., 2003), antigeno 4 de linfocito T citotdxico
(CTLA4) (PAVONI et al., 2006), BAX e TP53 (KOHLER e PETZL-ERLER, 2006) e a
prépria desmogleina 1 (DSG1) (PETZL-ERLER e MALHEIROS, 2005).

2.1.6 Tratamento

Desde a introducdo dos corticoides sistémicos na década de 1950 e de
imunossupressores nha década de 1960, o progndstico da doenca tem melhorado
gradualmente. O uso combinado de corticoides sistémicos e imunossupressores
como a prednisona (1 a 2 mg/kg/dia), azatioprina, ciclofosfamida, metotrexato,
micofenolato mofetil e ciclosporina tornaram-se o padrao de terapia de PV e PF, por
apresentarem bons resultados. No entanto, a morbidade associada com 0 uso a
longo prazo destas drogas continua a ser problematica para os pacientes,
especialmente aqueles com diabetes, hipertensdo ou outras condi¢cdes médicas
(CULTON et al., 2008; CAMPBELL et al., 2001). Interessantemente, existem casos
refratarios a terapia comum que foram tratados com rituximab (anticorpo contra

CD20) e/ou administracdo de imunoglobulina intravenosa (TEIXEIRA et al. 2011).

2.2 SISTEMA COMPLEMENTO

O sistema imune inato € a primeira linha de defesa do hospedeiro, sendo
constituido por varios mecanismos humorais e celulares que reconhecem potenciais
agentes patogénicos dentro de minutos ou horas apos a entrada. A ativacdo da
imunidade inata é impulsionada pelo reconhecimento de padrdes especificos
presentes na superficie de micrébios e auto-componentes alterados. Este
reconhecimento € baseado em elementos pré-moldados, um recurso que permite a
ativacado de elementos humoral e celular poucos minutos apos a infecgdo. Apos essa
rapida ativacdo, ha um processo de inflamagcdo o qual limita eficientemente a

infeccdo, dando origem a uma resposta imune adaptativa (HOFFMANN et al. 1999).
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Os efetores da imunidade inata incluem as barreiras epiteliais, fagécitos e células
natural killer, citocinas assim como um conjunto de proteinas, chamado sistema
complemento.

O sistema complemento € um dos principais mecanismos efetores da
imunidade inata e sinalizadores da imunidade adaptativa. Representa um
mecanismo secundério na primeira linha de defesa do sistema imunoldgico, sendo
importante para a manutencdo da homeostase com um papel muito para além da
simples eliminacdo microbiana. Ele compreende um conjunto de mais de 40
proteinas séricas e de membrana que interagem entre si, de maneira altamente
regulada (UTIYAMA et al., 2004), que podem ser encontradas em circulacdo no
sangue, ligados a membranas celulares, ou recolocadas em tecidos. O figado € a
principal fonte da maior parte das proteinas do complemento, além de muitos outros
locais de sua producédo. O sistema complemento tem como funcdo: defender o
organismo contra infeccdes microbianas, desencadeando a geracdo de um
complexo membranolitico na superficie da bactéria e fragmentos de C3 que
interagem com receptores da superficie das células (CRIg, CR1, CR3 e CR4) para
promover fagocitose; estimular a inflamacéo pela liberacdo de anafilatoxinas e
eliminar complexos imunes e produtos da lesdo inflamatéria (restos de células e
corpos apoptéticos toxicos) para garantir a homeostasia do hospedeiro (ABBAS et
al., 2007; LIU e NIU 2009).

Existem trés vias de ativacdo do complemento: via classica, via alternativa e
via das lectinas (Figura 4). A via classica envolve Clqg, Clr, Cls, C4, C2e C3 e €
ativada pela interacdo de C1g com complexos imunes (antigeno-anticorpo), ou apos
a interacdo de C1q com moléculas ndo imunes (DNA, RNA, alguns polissacarideos
pequenos, alguns componentes da membrana de bacteriana, fungos e virus, entre
outros). A via alternativa envolve C3, fator B (Bf), fator D (DF) e properdina (P) e é
ativada na superficie das células microbianas, na auséncia de anticorpos. A via das
lectinas é iniciada pela ligacdo da lectina ligante de manose (MBL) ou ficolinas
(FCN1, 2 ou 3), a padrbes de acUcares ou residuos acetilados, respectivamente.
Estas proteinas interagem com duas serino-proteases, conhecidas como MASP-1 e
MASP-2. Ao serem ativadas, MASPs levam a clivagem sequencial de C4 e C2 e a
formacdo da enzima C3 convertase (ABBAS et al., 2007; FARRIES et al., 1988;
FUGITA et al., 2004).
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Essas trés vias de ativagédo convergem no passo de clivagem de C3. A cascata
proteolitica resultante permite uma grande amplificacdo e rapidez da resposta
inflamatoria, pois cada ativacdo de um elemento pré-formado pode gerar,
rapidamente, multiplas enzimas e complexos enzimaticos ativados (ABBAS et al.
2007). As anafilatoxinas C3a, C4a e Cba sao potentes moléculas pro-inflamatorias
geradas a partir da clivagem sequencial de C3, C4 e C5, os seus efeitos pro-
inflamatorios sdo mediados pela ligacdo com receptores especificos em varios tipos
celulares. As trés anafilatoxinas, por exemplo, se ligam aos mastocitos e induzem
sua desgranulagcédo, com a liberacdo de histamina e outros mediadores vasoativos.
Em neutrdéfilos, C5a estimula a motilidade, a firme adeséo as células endoteliais e a
producdo de espécies reativas de oxigénio. Ja fragmentos gerados a partir da
clivagem de C3, como C3b e iC3b, atuam como opsoninas, ligantes covalentemente
unidos ao substrato de ativacdo e especificos dos receptores de neutréfilos e
macrofagos, tais como o receptor de complemento tipo 1 (CR1/CD35) (BOACKLE
2003 apud LIU e NIU, 2009). C3b e C4b ligam-se ao CR1, prevenindo a agregacao
de complexos imunes e promovendo a sua eliminacdo por células fagociticas. Por
sua vez, o complexo litico terminal C5b-9 exibe efeito lesivo sobre membranas
celulares e, uma vez associado a essas, promove a lise celular (ABBAS et al. 2007,
DUNKELBERGER e SONG, 2010; BOLDT et al., 2011)
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Figura 4: Trés vias de ativagdo do sistema complemento. NOTA: O sistema complemento é
rigidamente controlado por uma série de proteinas sollveis e associadas a membrana. LEGENDA:
PAMP — padr6es moleculares associados a patégenos; MBL — lectina ligante de manose; MASP —
serina protease associada a MBL; B - fator H; D — fator D; MAC — complexo de ataque a
membrana.FONTE: BELTRAME et al. (2015).

2.2.1 Complemento e pénfigo

Nas lesbes epidérmicas de pacientes de PF, h4 deposicao intercelular e na
superficie dos queratindcitos dos componentes Clg, C3 e C4 do sistema
complemento (BYSTRYN et al.,, 1978, KAWANA et al. 1988). C1q é formado por
proteinas codificadas pelos genes C1QA e C1QB. O gene C1QA também foi 2,6x
mais expresso em linfocitos T CD4+ de pacientes de PF com a forma generalizada
comparado a controles, sendo represso em resposta ao tratamento imunosupressor
(MALHEIROS et al. 2014). Clg reconhece o0s complexos formados por
autoanticorpos ligados a Dsgl e ativa a via classica do sistema complemento.
Contudo, nem todas as subclasses de anticorpos sao capazes de fixar C1q (TAO et
al., 1991). Este € o caso de 1gG4, razéo pela qual a deposi¢cdo de C1g no PF deve
ser mediada, principalmente, por IgG1. Ja a deposicédo de C4 também pode resultar

da ativagdo do complemento por colectinas (como a lectina ligante de manose —
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MBL) e ficolinas, associadas a serina proteases. De fato, houve uma tendéncia para
niveis inferiores da serina protease 2 associada a MBL (MASP-2) no PF, indicando
um provavel consumo da proteina apés a ativacdo (MESSIAS-REASON et al. 2007),
e deposicao de ficolina 2 e do complexo litico de ataque a membrana, em lesGes de
PV (MESSIAS-REASON et al. 2011). Além das duas vias de ativacao anteriores, a
deposicdo de C3 no pénfigo também pode ser causada pela ativacdo da via
alternativa, o que foi constatado pela deteccdo do fragmento de clivagem do fator B
(B), causada pela hidrélise espontanea de C3 (MESSIAS et al. 1989). A ativacéo da
cascata do complemento € bloqueada por diferentes proteinas, como CR1,
investigada no presente trabalho, CD59 e CD55. Esta ultima também foi encontrada
com expressdo aumentada em linfécitos T CD4+ de pacientes de pénfigo vulgar
(1,6x superior a controles) e pénfigo foliaceo (1,5x superior a controles, avaliando
apenas pacientes com a forma generalizada) (MALHEIROS et al. 2014).

Apés a ativacdo, produtos de degradacdo de C3, C4 e C5 promovem
contracdo da musculatura lisa e degranulacdo de baséfilos e mastdcitos, com a
liberacdo de histamina e outras substancias vasoativas; ativacdo de macrofagos e
liberacdo de enzimas lisossomais e radicais de oxigénio; agregacao e fagocitose de
complexos imunes. Por sua vez, o complexo litico terminal C5b-9 (TLC) exibe efeito
lesivo sobre membranas celulares e, uma vez associado a essas, promove a sua
destruicdo. A deposicdo deste complexo tem sido frequentemente observada no
pénfigo folidceo, assim como no pénfigo vulgar (XIA et al. 1988; KAWANA et al.
1989, 1990; LAPIERE et al. 1998; MESSIAS-REASON et al. 2011).

2.3 RECEPTORES DE COMPLEMENTO

Sado descritos quatro receptores de complemento: CR1 (também conhecido
como grupo de diferenciacdo 35 ou CD35, ou ainda, receptor de C3b/C4b), CR2
(CD21), CR3 (CD11b/CD18) e CR4 (CD11c/CD18). CR1 e CR2 sdo expressos
principalmente em linfécitos B e células dendriticas do tipo folicular, enquanto CR3 e
CR4 séo integrinas expressas nos macrofagos e células dendriticas (PETTY, 2002
apud LIU e NIU 2009; HELMY et al., 2006). Um quinto receptor de complemento
(CRIg) foi descrito em 2006 (HELMY et al., 2006) (Fifura 5).
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C3b  iC3b, C3d(g) iC3b iC3b C3b, iC3b, C3c

Mondcitos Células B Mondcitos Mondcitos Macréfagos
Macréfagos Macréfagos Macréfagos
Neutréfilos Neutrdfilos Neutréfilos
Entrécitos Células NK Células dendriticas
Células NK

Figura 5: Receptores de complemento, respectivos fragmentos C3 ligantes e expressdo em células.
Nota: CR1 e CR2 humanoscontem 30 e 15 pequenas repeticdes consenso (SCR), respectivamente,
cada um representado pelas esferas. Indicado em vermelho sdo os SCR mediadores de ligacdo dos
fragmentos C3. CR2 humano liga-se a iC3b, C3dg ou C3d. CR3 e CR4 contem subunidades a e
que sdo glicoproteinas transmembranas do tipo 1 com dominios extracelulares longos e
citoplasmaticos curtos. CRIg humano contém duas isoformas que consistem em dois (denominada
forma longa ou L) ou um (denominada forma curta ou S) dominio extracelular de Ig. Ambas as formas
longa e curta de CRIg, contem um dominio de ligagao ligado a N-terminal que pertence a um dominio
de imunoglobulina do tipo IgV (indicato em amarelo), a forma longa de CRIg também tem um dominio
proximal de membrana que é um dominio de imunoglobulina de tipo IgC (azul).Fonte: He et al. 2008.

CR1 é uma glicoproteina de cadeia simples ligada a membrana de eritrdcitos,
mondcitos, neutrofilos, algumas células T e poddcitos glomerulares, além das
células B e células dendriticas foliculares anteriormente mencionadas, atuando
como principal regulador da ativacdo do sistema complemento (DYKMAN et al.,
1983; DYKMAN et al., 1984; WONG et al., 1983). A estrutura de CR1 consiste de
uma série linear de mbédulos de curtas repeticbes de consenso (SCR)
estruturalmente relacionadas, seguida por um curto dominio transmembranar e
intracitoplasmatico, o que a coloca na familia de proteinas reguladoras de ativagéo
do complemento (RCA), assim como CR2. Este ultimo também é expresso em
linfécitos B maduros, um pequeno subconjunto de células T periféricas, timocitos
precoces, basofilos, mastécitos, queratindcitos e outros tipos de células epiteliais
(HOLERS 2003 apud LIU e NIU 2009).

CR3 e CR4 sao membros da familia das integrinas e compartilham cadeias 3

comuns da forma B2. Eles séo expressos em células fagociticas profissionais, tais
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como neutréfilos, mondcitos e macrofagos, um subconjunto de linfocitos e
eosindfilos. CR3 € uma molécula multifuncional e também possui funcbes
independentes do complemento na adesao celular, ao interagir com uma variedade
de ligantes, incluindo ICAM-1, fator X e fibrinogénio. CR3 e CR4 podem mediar a
fagocitose de antigenos iC3b-opsonizados para células apresentadoras de
antigenos, podendo aumentar a apresentacéo do antigeno (LIU e NIU 2009).

CRIg (VSIG4) é expresso exclusivamente em macréfagos residentes em
tecido e macréfagos sinusoidais, sua estrutura e funcdo sdo conservados em
humanos e ratos. Diferente dos outros receptores de complemento, CRIg é
encontrado em associagcdo com a reciclagem constitutiva de vesiculas de membrana
e participa na internalizacdo de particulas C3-opsonizadas por células de Kupffer.
CRIg é considerado um componente critico do sistema imune inato (HELMY et al.,
2006).

2.4 PROTEINAS REGULADORAS DE ATIVACAO DO COMPLEMENTO

A familia de proteinas reguladoras de ativacdo do complemento (RCA) inclui
CR1 (CD35), CR2 (CD21) e o fator H (FH). Essas proteinas sao codificadas por um
agrupamento de genes localizado no brago longo do cromossomo 1, regido 3, banda
2 (1g32). Embora as proteinas da familia RCA possuam tamanhos variados, elas
compartiiham semelhancas significativas na estrutura primaria de aminoacidos. A
porcao extracelular das proteinas RCA é composta predominantemente de dominios
conhecidos como “repeticbes de proteinas controladoras do complemento” (CCPs),
"pequenas repeticbes consenso” (SCRs), “repeticbes complementares” (CRs) ou
“‘dominios sushi” (KRUSHKAL et al., 2000; KRYCH-GOLDBERG e ATKINSON,
2001; LIU e NIU 2009). Os modulos CCP sao responsaveis por interacdes
especificas entre proteinas e proteina-carboidrato, desempenhando um papel chave
na fungéo biologica dos receptores RCA. Paradoxalmente, CCPs também servem
como sitios ligantes para numerosos patogenos (O’LEARY et al. 2004).

CR1 é o maior membro da familia RCA. A sua regido extracelular é composta
por 30 dominios CCP, enquanto CR2 tem 15 dominios CCP e FH, 20 dominios CCP.
Caracteristicamente, cada dominio CCP é composto de uma estrutura de 61
residuos com duas pontes dissulfeto conservadas e um residuo conservado de
triptofano (FURTADO et al., 2008). CR1 e CR2 se ligam aos produtos de

degradacdo de C3 que se tornam ligados covalentemente a um antigeno ou a
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complexos imunes, no processo de ativacao do sistema complemento (BOACKLE et
al., 2004). Mais especificamente, CR1 age como um receptor para C3b e C4b,
desestabilizando e aumentando o decaimento das convertases C3 (C4b2a) e C5
(C4b2a3b) da via classica e das lectinas, e C3 (C3bCBb) e C5 (C3bBb3b) da via
alternativa. Outra funcdo de destaque é a sua atividade como co-fator para a
inativacdo de C3b e C4b, mediada pelo Fator I, como mais um passo na regulacao
da via alternativa. Além disso, CR1 atua como um receptor de MBL e pode estar
envolvido na regulacéo da via de ativagao das lectinas (ROSS et al., 1983; MEDOF
et al., 1984; GHIRAN et al., 2000; LIU e NIU 2009).

Fator H (FH) € uma glicoproteina de 150 kDa composta por 20 dominios CCP,
cada um com 60 residuos de comprimento. E expresso constitutivamente no figado
e também pode ser expresso localmente em outros tipos celulares, incluindo células
endoteliais, células epiteliais, plaquetas e células tronco mesenquimais, entre outros
(GORDON 1995 apud MERI et al., 2013). O FH regula a ativacdo da via alternativa
do sistema complemento, sendo um co-fator do fator I, mediando clivagem e
inativacéo de C3b e acelerando o decaimento da convertase C3bBb. Na auséncia de
FH, a ativacdo espontanea da via alternativa do complemento ocorre no plasma, o
que leva ao consumo de componentes do complemento C3 e o fator B. A via
alternativa pode ser ativada e eficientemente amplificada em qualquer superficie ndo
protegida por proteinas reguladoras do complemento ligadas, soliveis ou de
membrana. O FH € essencial neste processo, pois detecta e se liga a depdsitos
iniciais de C3b, em associacdo a marcadores especificos em células hospedeiras
(FERREIRA et al., 2010; MERI et al., 2013).

2.5 GENE CR1
2.5.1 Estrutura e regulacao

A organizacdo do gene CR1 (OMIM: 120620) foi primeiramente descrita em
1993 (VIK et al., 1993). CR1 esta localizado no agrupamento de genes reguladores
de ativacdo do complemento, no braco longo do cromossomo 1 (1g32) e 0 numero
de exons depende do transcrito codificado (CR1-001, por exemplo, possui 39
exons). A maior parte da atividade promotora parece estar concentrada nos
primeiros 140 pb (FUNKHOUSER e VIK, 2000), porém ha um elemento regulador
negativo entre 700 e 500 pb a montante do sitio de inicio da transcrigdo (KIM et al.,

1999). O fator de transcricdo 1 relacionado a Runt (RUNX1, também conhecido
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como AML1, pelo seu envolvimento na leucemia linfoblastica aguda de células B na
infancia) reconhece a sequéncia 5-TGTGGT-3' no promotor, ativando a transcrigcao
do gene (KIM et al. 1999). A proteina de fusdo TEL/AML1 resultante da translocagéo
t (12;21)(p12;922), interfere neste mecanismo, inibindo a ativacdo (SONG et al.
1999, RHO et al. 2002).

Com base em dados do navegador gendmico Ensembl, sabe-se que o gene
CR1 possui 12 mRNAs, porém apenas dois destes transcritos séo listados no NCBI
RefSeq (CR1-001: NM_000573.3 e CR1-012: NM_000651.4). Dentre os mesmos,
sete potencialmente codificam proteinas, um € apenas processado (ndo apresenta
quadro aberto de leitura), e os demais apresentam retencdo de introns. Os
transcritos CR1-001, 002, 003 e 007 codificam para uma proteina de mesmo
tamanho, com sequéncias idénticas de 2039 aminoacidos (Tabela 1, Figura 6)
(Disponivel em:
<http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG000
00203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000530487> Acesso em:
29/08/2015.) Os transcritos 002, 003, 007, 008 e 011 sdo os mais amplamente

expressos, segundo dados do portal GTEX (Disponivel em:

<http://www.gtexportal.org/home/gene/CR1> Acesso em: 29/08/2015).



http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000530487
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000530487
http://www.gtexportal.org/home/gene/CR1

31

Tabela 1 Transcritos do gene CR1.

Comprimento Comprimento

Nome Transcrito Exons Proteina Tipo
(pb) (aa) P
CR1-012 ENST00000367049 47 7470 ENSP00000356016 2489 Codificador de proteina
CR1-001 ENST00000400960 39 6959 ENSP00000383744 2039 Codificador de proteina
CR1-002 ENST00000367051 39 7469 ENSP00000356018.1 2039 Codificador de proteina
CR1-003 ENST00000367053 39 7469 ENSP00000356020.1 2039 Codificador de proteina
CR1-007 ENST00000367052 39 7469 ENSP00000356019.1 2039 Codificador de proteina
Sujeito a decaimento
CR1-010 ENST00000534202 21 3460 ENSP00000436139 1151 mediado por codon
nonsense
CR1-011 ENST00000529814 14 1981 ENSP00000434718 661 Codificador de proteina
CR1-009 ENST00000367050 13 2393 Sem produto proteico - Transcrito processado
CR1-004 ENST00000434033 11 2377 Sem produto proteico - Com intron retido
CR1-005 ENST00000450439 11 2377 Sem produto proteico - Com intron retido
CR1-006 ENST00000436595 11 2377 Sem produto proteico - Com intron retido
CR1-008 ENST00000530487 3 1228 Sem produto proteico - Com intron retido

LEGENDA: CR1 - receptor 1 do complemento; pb — pares de base; aa — aminoacido. Segundo dados para a expressdo dos diferentes transcritos, baseada
em resultados de RNASeq, disponiveis no site GTEX, representou-se: em negrito, 0s transcritos abundantes no baco e sangue total (expressdo menor no
intestino delgado — ileo terminal, pulmé&o, trompas de Falépio); e em itdlico, os transcritos raros (sendo que 0s demais apresentam expressdo mais clara,
apenas em linfocitos transformados com virus Epstein-Barr).

FONTE: Baseado em dados do Ensembl e do GTEX. Disponivel em:
<http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992:t=ENST00000367053> e
<http://www.gtexportal.org/home/gene/CR1#ptvBlock> Acesso em 10/09/15..



http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000367049
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000367049
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000400960
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000400960
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000367051
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000367051
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000367053
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000367053
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000367052
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000367052
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000534202
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000534202
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000529814
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000529814
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000367050
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000434033
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000450439
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000436595
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000530487
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669492-207813992;t=ENST00000367053
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Figura 6: Transcritos do gene CR1. NOTA: Com base em dados do navegador genémico Ensembl, o gene CR1 possui 12 mRNAs. Os blocos fechados
representam os exons, 0s blocos abertos representam regides ndo traduzidas, as linhas entre os blocos representam os introns. Os transcritos em vermelho
séo codificadores de proteinas; os transcritos em laranja foram analisados pelos navegadores gendmicos Ensembl e Havana; e os transcritos em azul sao
transcritos processados. A flecha indica o sentido da transcricdo. Os transcritos CR1-001 e CR1-012 sdo codificadores de proteinas, assim como, 0s
representados com a cor vermelha. FONTE: Disponivel em:

<http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000203710;r=1:207669686-207803972;t=ENST00000367051> Acesso em
29/01/14
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2.5.2 Polimorfismo do gene CR1

As variacfes do gene CR1 podem ocorrer por meio de delecdes ou insercdes
ou por polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) que alteram a proteina e/ou afetam
a densidade das moléculas de CR1 na superficie da célula (KRYCH-GOLDBERG e
ATKINSON, 2001; KRYCH-GOLDBERG 2003 apud LIU e NIU 2009).

Insercbes e delegcbes resultantes de recombinacdo ndo homologa séo
consideradas responsaveis pela ocorréncia de quatro variantes alotipicas, variando
em tamanho de 190 a 250 kDa, alélicas entre si: CR1-A (190 kDa), CR1-B (220
kDa), CR1-C (160 kDa) e CR1-D (250 kDa) (KRYCH-GOLDBERG e ATKINSON,
2001; BIRMINGHAM e HEBERT, 2001; DYKMAN et al.,, 1983; DYKMAN et al.,
1984). Longas repeticdes homologas (LHR) fornecem um sitio adicional de ligacdo a
C3b para as variantes maiores (CR1-B e CR1-D), enquanto o pequeno CR1-C tem
apenas um sitio (WONG et al.,, 1986; HOLERS et al., 1987). Os alelos mais
frequentes sdo o CR1-A (alétipo F) e o CR1-B (alétipo S) seguido do CR1-C e CR1-
D que séo raros (Tabela 2) (BIRMINGHAM e HEBERT, 2001; MOULDS et al., 1996).

Tabela 2: Frequéncia das variantes alotipicas de CR1 em diferentes populacdes.

Alelos Frequéncia alélica (%)

Afro- ) . -

Europeu . Mexicano Indiano Asiatico
americano

CR1-A 87 82 89 91,6 91,6
CR1-B 11 11 11 8,4 8,4
CR1-C <5 <5 <5 <5 <5
CR1-D <5 <5 <5 <5 <5

FONTE: BIRMINGHAM e HEBERT, 2001; MOULDS et al., 1996.

Um segundo grupo de variagbes do CR1 ocorrem devido a alguns
polimorfismos que alteram a proteina CR1 0s quais sd8o responsaveis pelas
variantes do grupo sanguineo Knops (MOULDS 2010, VELDHUISEN 2011) (Tabela
3).
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Tabela 3: Antigenos do grupo sanguineo Knops

Antigeno Nucleotideo Aminoacido SNP
Kn? 4681G 1561V rs41274768
Kn® 4681A 1561M

McC? 47682 1590K rs17047660
McC" 4768G 1590E
S11/Sla 4801A 1601R rs1747661
S12/Vil 4801G 1601G
S13+ 4801A 1601R rs1747661
S13+ 4828T 1610S rs4844609
S13- 4801A 1601R rs1747661
S13- 4828A 1610T rs4844609
KCAM+ 4843A 1615l rs3737002
KCAM- 4843G 1615V
YK 4223C 1408T rs6691117
YK 4223T 1408M

FONTE: MOULDS 2010, VELDHUISEN 2011

Subsequentemente, foi identificado que o0s antigenos correspondentes
estavam presentes na molécula de CR1 (MOULDS et al.,, 1991), codificados na
regido LHR-D do gene CR1 (MOULDS et al., 2001; TAMASAUSKAS 2001 apud LIU
e NIU 2009). Muitos destes grupos sanguineos sdo gerados por SNPs no exon 29
(codificante para SCR-25) (MOULDS et al., 2004). Estes SNPs estédo entre os 43594
relacionados no banco de dados Ensembl (disponivel em:
<http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Variation_Gene/Table?db=core;g=EN
SG00000203710;r=1:207496147-207640647> Acesso em: 31/08/2015).

Um terceiro grupo de variagdo é o polimorfismo de comprimento do fragmento
de restricdo (RFLP) Hind Il que esta correlacionado com o niumero de copias de
CR1 em eritrocitos (E-CR1). Os eritrocitos sao o unico tipo de células do sangue que
tem uma variabilidade autossémica em sua expressao quantitativa. O namero de
moléculas CR1 por eritrdcito varia entre cerca de 100 e 1000. Alelos homozigotos L
(baixa expressédo) expressam 100 copias de CR1/célula, alelos homozigotos H (alta
expressao) expressam 1000 copias de CR1/célula, e os heterozigotos (H/L)
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apresentam expressao intermediaria (KRYCH-GOLDBERG e ATKINSON e 2001).
Vérios polimorfismos tém sido estudados quanto a sua capacidade de alterar a
densidade de E-CR1 nas membranas celulares. O RFLP de Hind IIl (rs11118133,
g.207589899A>T ou g.207589899A>C) corresponde a um SNP no intron 27 do gene
CR1. O fragmento gendémico de 7,4 kb de Hind Ill esta associado com o alelo H, e o
fragmento de 6,9 kb estd associado com o alelo L (LIU e NIU, 2009). Xiang et al.
(1999) sugerem que a presenca de varios SNPs em desequilibrio de ligacdo com o
RFLP de Hind Il (rs11118133) podem influenciar na estabilidade da proteina de
CR1: rs200082366 (g.207552816G>T no exon 19 ou p.GIn1022His), rs2274567
(g.207580276G>A ou p.Argl208His), rs3811381 (9.207616743C>G ou
p.Prol827Arg). As variantes do alelo H codificam p.1022GIn, p.1208His, e
p.1827Pro, e as variantes do alelo L codificam p.1022His, p.1208Arg e p.1827Arg.

O polimorfismo rs140717816 (1:9.207542395T>C no exon 13, p.1684T), mais
especificamente p.684Thr, juntamente com p.1022His do alelo L, anteriormente
mencionado, também estda associado com maior afinidade de ligagdo por C4b
(BIRMINGHAM et al., 2003). Tem-se sugerido que a variante p.1022His proteja
contra o fendtipo de roseta e a malaria cerebral, por apresentar frequéncia
aumentada em regifes endémicas para malaria causada pelo Plasmodium
falciparum (THOMAS et al., 2005).

2.6 MOLECULA CR1
2.6.1 Estrutura

CR1 é uma glicoproteina polimérfica multifuncional, de cadeia Unica,
transmembrana, pertencente a familia RCA. A por¢éo extracelular do CR1 pode ser
dividida em 30 dominios CCP (ou SCR), sendo cada um composto por 59 a 75
aminoécidos (BIRMINGHAM et al.,, 2007; JIN et al., 2012). Vinte e oito dos 30
dominios estdo dispostos em quatro longas repeticbes homodlogas (LHR-A, LHR-B,
LHR-C e LHR-D), cada uma com sete dominios CCP, seguidas pelos dois dominios
CCP C-terminais. As sequéncias de aminoacidos dos LHRs apresentam identidade
extensa de 60-99%, o que leva a sugerir que tenham surgido por duplicacdo (WONG
et al.,1989; FURTADO et al., 2008; LIU e NIU 2009). Os CCPs 1-3 em LHR-A
formam o sitio 1, que € o sitio ativo para a atividade de aceleracéo de decaimento da
convertase C3 na via classica/das lectinas e alternativa, ligante de C4b e da proteina

PfRh4 da forma merozoita do parasita da malaria, P. falciparum (LIU e NIU 2009).
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Este mesmo sitio desempenha consideravel fungdo neuroprotetora na isquemia
cerebral aguda e na injuria por reperfusdo no camundongo (YANG et al., 2013). O
sitio 2 abrange os CCPs 8-10 em LHR-B e os CCPs 15-17 de LHR-C. Ambas
regibes sdo candidatas para interacdo com outra proteina de P. falciparum, o
PfEMP1. Também ligam C3b e C4b e sdo os principais locais para a atividade co-
fatora de CR1 na clivagem de C3b e C4b, mediada pelo fator I, além de promover a
fagocitose de elementos opsonizados por C3b. O sitio 3 abrange o CCP 25 em LHR-
D. Comporta todos os antigenos conhecidos do grupo sanguineo Knops,
decorrentes de SNPs. Os Knops mais comuns (Kna/b), McCoy (McCa/b) e Swain-
Langley (SI1/2) também estdo localizados no CCP 24, e os CCPs 24-25 também
promovem a fagocitose de elementos opsonizados (C1g, MBL e a ficolina) quando
estdo livres de serinas proteases (LIU e NIU 2009; JACQUET et al., 2013) (Figura 7
e Figura 8).
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Figura 7: Estrutura do Receptor de Complemento tipo 1 (CR1).

NOTA: Cada bloco representa uma CCP. Existem trés sitios de ligacdo C4b (CCP 1-3; 8-10 e 15-17)
e dois sitios de ligacdo de C3b (CCP 8-10 e 15-17). CCPs 22-28 ligam Clq, ficolinas e MBL. Os
blocos 24 e 25 carregam antigenos de grupo sanguineo freqliientes em africanos, mas raros em euro-
descendentes. LEGENDA: TM, dominio transmembranar; IC, dominio intracitoplasmatico; DAA,
atividade de aceleracdo de decaimento, CA, atividade cofatora; as quatro longas repeticBes
homdlogas (LHR) desta proteina sdo demarcadas: 1-7, 8-14, 15-21, 22-28. Os sitios funcionais em 8-
10 e 15-17 sdo quase idénticas. Repeticdes em amarelo sdo necessarias para a ligacdo C4b e
atividade de aceleracdo de decaimento enquanto aqueles em roxo sdo necessérios para ligacdo de
C3b e C4b e atividade cofatora. FONTE: JAVA (2015).
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Figura 8: Estrutura dos 30 CCPs (SCRs) que compfem a porcdo extracelular do CR1. Fonte:
FURTADO et al. 2008. Disponivel em:
<http://www.rcsb.org/pdb/explore/jmol.do?structureld=2Q7Z&bionumber=1> Acessado em 29/01/14.

2.6.2 Funcao

A funcao biolégica de CR1 varia com o tipo de célula na qual é expresso. CR1
em mondcitos, macréfagos, neutrofilos promove a fagocitose de alvos opsonizados

com C3, especialmente se essas células sdo ativadas por citocinas ou por outros
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mediadores de inflamac&o. Nas células dendriticas foliculares (FDC), acredita-se
que CR1 desempenhe um papel no aprisionamento de complexos imunes dentro
dos centros germinativos dos 6rgaos linfoides. Nas células B, regula a sua ativacao,
além de facilitar a ligacdo do antigeno e a apresentacdo as células T (KRYCH-
GOLDBERG e ATKINSON, 2001; WONG et al., 1989) (Figura 9).

No sistema complemento CR1 atua como um inibidor, por ligar-se
reversivelmente a C3b e C4b, inativar as convertases C3 e C5 (complexos multi-
proteicos que incluem C3b e C4b), e promover a dissociacdo das subunidades
cataliticas C2a ou Bb (atividade de aceleracdo do decaimento). CR1 também serve
como co-fator na clivagem proteolitica do C3b e C4b pelo fator | (KRYCH-
GOLDBERG e ATKINSON, 2001; LIU e NIU et al., 2009). A intera¢do dos leucocitos
por meio de CR1 com C3b e C4b depositados em antigenos, bactérias, virus ou
outras superficies estranhas leva a protedlise do C3b e C4b através do Fator | a
IC3b e iC4b, e subsequentemente a C3d e C4d, os quais séo ligantes para outros
receptores de complemento, incluindo CR2, CR3 e CR4. O efeito global destas
atividades € a regulacdo negativa da via classica, alternativa e das lectinas do
complemento e o direcionamento da resposta imune a células com outros receptores
para o complemento (FURTADO et al., 2008).

CR1 também é encontrado em baixos niveis na maior parte dos eritrocitos
(COCKBURN et al., 2006; BIRMINGHAM e HEBERT, 2001). Contudo, é o principal
sitio de ligacdo celular para grandes complexos imunes circulantes, ligados
covalentemente a C3b e C4b, facilitando a sua remocéao da circulacdo (FURTADO et
al., 2008). Varios complexos imunes de particulas revestidas com C3b podem ser
reconhecidos pelas moléculas de CR1 nestas células e nos mondcitos
polimorfonucleares (PMN) (FEARON et al., 1981). Os receptores Fc-gama e o CR1
trabalham em sinergia para promover a absorcdo de particulas opsonizadas por
imunoglobulinas e proteinas do complemento, de modo que sejam internalizadas e
destruidas nos lisossomos (SENGELOV 1994 apud LIU e NIU 2009). Por outro lado,
CR1 é o principal receptor do P. falciparum para invasao de eritrécitos, pela via
independente de acido sialico (AWANDARE et al. 2011).

A forma solavel sCR1 é resultante de clivagem proteolitica na regido C-
terminal de CR1 em vesiculas secretoras terminais ou ha membrana (DANIELSSON
et al. 1994, HAMER et al. 1998). sCR1 tem atividades anti-inflamatérias e de

regulacdo do complemento altamente eficazes, o que é notavel em situacdes de
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injuria por reperfusédo sanguinea, onde a anafilatoxina C5a aumenta a quimiotaxia de
leucécitos, capazes de amplificar o dano inicial. O seu potencial terapéutico tem sido
comprovado em diferentes modelos animais (BENNET et al. 2000, ARUMUGAM et
al. 2006, LI et al. 2010), razdo pela qual sua aplicagdo esta sendo investigada, com

sucesso, em ensaios clinicos (KESHAVJEE et al. 2005).
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Figura 9: Regulacdo da cascata do complemento e de complexos imunes por CR1: (A) CR1 em
eritrocitos, envolvido na regulagdo do complemento e eliminagdo de complexos imunes; (B) CR1 em
células polimorfonucleares e mondécitos, mediando a fagocitose de particulas opsonizadas/
complexos imunes; (C) CR1 em linfécitos B, envolvido na regulacdo da producdo de anticorpos e da
memodria de longo prazo (KHERA e DAS, 2009).

2.6.3 Expresséo de CR1

CR1 esta presente na membrana de diferentes células, citados anteriormente,
e na forma solavel, no plasma e na urina (LIU e NIU 2009). Noventa por cento do
CRL1 circulante é encontrado associado a eritrocitos. Neutréfilos expressam cerca de

5.000 copias de CR1 por célula, e, quando estimulados, aumentam rapidamente
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esse numero (mais de 10x), devido a liberacdo de CR1 pré-formado em vesiculas
secretoras intracelulares. Células B e mondcitos expressam 20.000 a 40.000 copias
de CR1, por célula. CR1 também é encontrado em células dendriticas foliculares no
centro germinal de linfonodos, que capta e retém antigenos para estimulacdo de
células B (FEARON et al., 1983).

Nos seres humanos, o nivel de E-CR1 varia entre as popula¢gfes e pode ser
aumentado por meio de tratamento com eritropoietina (HEBERT et al., 1994). Em
europeus, a quantidade de E-CR1 varia entre 50 e 1200 moléculas, por célula. Ja na
Papua Nova Guiné, baixos niveis de E-CR1 (<100 moléculas por célula) séo
extremamente comuns (COCKBURN et al., 2004 A regulacdo da expressao de E-
CR1 nestas populacdes esta associada com pelo menos trés SNPs, localizados no
exon 22 (rs2274567, p.H1208R), intron 27 (rs11118133, sitio de RFLP para HindlIl)
e exon 33 (sitio de restricdo para Mnll). Ao contrario, SNPs na regido promotora e a
3’ do gene nao parecem estar associados (COCKBURN et al., 2006). Os trés SNPs
mencionados estdo compreendidos em haplétipos co-dominantes, associados a alta
e baixa expressdo de CR1 em eritrécitos, mas ndo em outros tipos de células, tais
como linfocitos B e macréfagos (COCKBURN et al., 2004; COCKBURN et al., 2006;
XIANG et al., 1999).

Embora o0s niveis fisiologicos de sCR1 no plasma sejam baixos
(aproximadamente 30 ng/ml), aumentam significativamente em certas doencas,
incluindo insuficiéncia hepatica e renal, linfomas e leucemias (PASCUAL et al.
1993). Concentracdes aumentadas de sCR1 também foram encontradas na lavagem
broncoalveolar dos pacientes com doencas pulmonares inflamatérias agudas
(sindrome do stress respiratério e pneumonia bacteriana) e cronicas (fibrose
pulmonar instersticial e sarcoidose) (HAMACHER et al., 1998). Existe uma forma
solavel e funcional encontrada na urina (UCR1), com peso molecular cerca de 15
kDA superior ao de sCR1, possivelmente oriunda dos podocitos glomerulares
(PASCUAL et al., 1994).
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2.6.4 Associacao entre CR1 e doengas

Polimorfismos no gene CR1 tém sido associados a diferentes doencas, entre
elas a doenca de Alzheimer, IUpus eritematoso sistémico (LES) e malaria. Alguns
desses polimorfismos foram escolhidos para o presente estudo de associacéo
(Tabela 4).

CR1 parece ser um fator chave para a patogénese da doenca de Alzheimer
(DA), devido ao seu papel na regulacao da atividade do complemento. A fagocitose
mediada por CR1 pode estar envolvida na depuracdo de placas B amiloides do
cérebro (componente importante na DA), pois peptideos AR fibrilares ativam a
cascata do complemento, tornando-se covalentemente ligados a C3b (OLGIATI et
al., 2011; JIN et al. 2012; BROUWERS et al., 2012). Variantes dentro do locus CR1
estdo fortemente associadas com a diminuicdo da memoria episédica e podem
desempenhar um papel importante na depuracgao de placas B amiloides (KEENAN et
al., 2012). Por meio de estudos genémicos de associacao (GWAS), observou-se que
0 alelo A do SNP rs6656401 (g.207518704A>G), representa um fator de risco na
susceptibilidade da DA na populacédo de origem europeia (OR=1,21 [95% IC = 1,14—

1,29] p = 3,7%10-°) e na populacéo chinesa Han (OR = 1,76 [95% IC = 1,19-2,60] p=

0,005) (LAMBERT 2009 apud JIN et al., 2012). Outro SNP associado a DA em
europeus foi o rs3818361 (g.207611623A>G) (OR 1.14) (OLGIATI et al.,, 2011,
ANTUNEZ, 2011).

Baixos niveis de CR1 em eritrécitos, leucocitos e poddcitos glomerulares
foram associados ao LES (IIDA et al., 1982; HAMER et al., 1998; ARORA et al.,
2004). Barbosa et al. (1992) sugeriram que a perda de E-CR1 no LES pode ser
devida a protedlise no figado. Arora et al (2004) demostraram que a expressao de
CR1 em nivel transcricional e de proteina € menor em individuos com LES, do que
em individuos sadios. Além disso, valores médios para CR1 urinario (uCR1) (0,66 +
0,39 ng/mL) foram significativamente menores em pacientes com LES, em
comparacao com os controles normais (1,44 + 0,98 ng/mL) (P<0,05) (SIVASANKAR
et al., 2004).

CR1 parece desempenhar um papel importante na patogénese da maléaria
grave, em virtude de sua capacidade de "formacdo de roseta”, um fendmeno
resultante da sua adesao a proteina 1 de membrana de eritrécito do P. falciparum

(PTEMP-1), formando complexos imunes (ICs) e facilitando a entrada do parasita nas
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hemacias (TEERANAIPONG et al., 2008; HANSSON et al., 2013). Individuos com
maior expressao de CR1 poderiam apresentar maior susceptibilidade a desenvolver
malaria cerebral, devido ao bloqueio do fluxo de sangue nos capilares do cérebro
causado pelo acumulo de rosetas, embora nehuma associacdo tenha sido
encontrada até o momento. Ao contrario, niveis mais baixos de CR1 em eritrGcitos
foram associados com anemia grave (STOUTE et al., 2003). J& o SNP rs9429942
(9.207495285C>T) da regido promotora do CR1 foi fortemente associado a um nivel
maior de expressao de E-CR1 em individuos saudaveis e protecao contra a malaria
cerebral (TEERANAIPONG et al., 2008). A taxa de depuracdo de ICs da circulacéo
também apresenta correlacdo positiva com o numero de E-CR1 (SCHIFFERLI et
al.,1989; MADI et al.,, 1991). Logo, a menor expressdo de E-CR1, associada ao
polimorfismo do promotor de CR1, leva a uma maior deposicdo de ICs, o que
provoca danos nos tecidos ou a agregacao de células, possivelmente conduzindo a
caracteristicas clinicas graves, incluindo a malaria cerebral. Por outro lado, a maior
expressdo de E-CR1 pode ajudar a prevenir o desenvolvimento de tais sintomas
graves por meio de remocéo eficiente de ICs. Em um estudo realizado na india, a
associacdo dos niveis de CR1 com a malaria foi analisada para uma regido
endémica e outra ndo endémica, usando os niveis de CR1 e dados de gendtipos de
controles e pacientes com acometimento mais ou menos grave. A associacao entre
0s niveis baixos de CR1 e a gravidade da doenca foi observada, apenas, na regido
nao endémica (SINHA et al., 2009). No Quénia, Thathy et al. (2005) observaram que
as criancas com o genétipo SI2/2 McC®® foram menos propensas a ter a malaria
cerebral do que as criancas com SI1/1 McC¥ (OR= 0,18, P= 0,02). A falta de
replicacdo dos resultados de alguns estudos pode ser devido a outros fatores, como
0 nivel de parasitemia e a linhagem de parasitas, pois ambos influenciam o grau de
formacao de roseta (ROWE et al., 2002; HO et al., 1991).

Em relacdo ao PF, ndo ha quaisquer estudos relacionando os polimorfismos e
niveis plasmaticos de proteinas reguladoras do complemento, como CR1, com a

doenca assim como com outras formas de pénfigo.



Tabela 4: Variantes de CR1 associadas a doencas

. . Troca de .
SNP Localizacao Variacao o Associacdo com doencas
aminoéacido
Afeta niveis de sedimentacé@o em eritrocitos
:g. > .
rs12567990 Intron 3 1:9.207508340C>T (Naitza, et al., 2012)
(6656401 Intron 4 1:9.207518704A>G Susceptibilidade aumentada a Doenca de Alzheimer
(Lambert, 2009)
Mutacao nao Histidina / Afeta niveis de expressdo de CR1 em eritrocitos
rs2274567 Exon 22 sinbnima Arginina (Naitza, et al., 2012)
1:9.207580276A>G (p.H1208R)  Protecdo contra a malaria grave (Cockburn et al. 2004)
(12034598 Intron 24 1:9.207584170A>G Afeta niveis de ex.pressao de CR1 em eritrocitos
(Naitza, et al., 2012)
(1746659 Intron 24 1:9.207585199T>A Susceptibilidade aumentada a Doenca de Alzheimer
(Brouwers, et al., 2012)
~ . Afeta niveis de sedimentag¢éo em eritrocitos (Kullo et
Mutacdo néo Isoleucina/ al., 2011)
rs6691117 Exon 29 sinonima Valina Nascimento rematu.r’o espontéaneo (McElroy et
1:9.207609586A>G  (p.I1615V) P P y
al.,2013)
Associado a convulsdes associadas a maléria (Kariuki,
Mutagdo ndo Lisina/ Acido et al.,2013)
rs17047660 Exon 29 sinbnima Glutamico Homozigotos McCP aparentam estar protegidos contra
1:9.207609511A>G (p.K1590E) a hanseniase
(Fitness et al.,2004)
(4844610 Intron 37 1:9.207629207A>C Susceptibilidade aumentada a Doenca de Alzheimer

(Hazrati, et al, 2012).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hazrati%20LN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22819390

rs12034383

Intron 37

1:9.207630250G>A

Susceptibilidade aumentada a Doenca de Alzheimer
(Brouwers et al.,2012)
Afeta niveis de sedimentacdo em eritrocitos (Kullo et
al., 2011)
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3 HIPOTESES E JUSTIFICATIVA

A hipétese levantada neste estudo € de que polimorfismos podem alterar a
expressdo do gene CR1 e/ou a atividade da proteina CR1, desregulando o sistema
complemento e alterando a susceptibilidade ao pénfigo foliaceo. Estudos de
associacdo do gene CR1 com doencas autoimunes e inflamatérias tém sido
realizados devido a importancia desse gene na ativacao e regulacdo do sistema
complemento. No pénfigo folidceo, falhas na regulacdo da ativacdo do sistema
complemento tém sido propostas como causa da acantélise (BRENNER et al. 2006).
Contudo, ndo h& quaisquer estudos relacionando os polimorfismos e niveis
plasmaticos de proteinas reguladoras do complemento, como CR1, com o pénfigo
foliaceo. Este fato torna importante a realizacédo de estudos que esclarecam o papel
da regulacdo do complemento na fisiopatologia dessa doenca. Tal conhecimento
permitiia a implementacdo de medidas de corre¢cdo, como a utilizagdo de sCR1
(QUIGG 2002), aprimorando o manejo clinico desta doenca e possivelmente de

outras doencas bolhosas semelhantes, como o pénfigo vulgar.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se existe associacdo entre os polimorfismos de CR1 e a expressédo da
proteina CR1 solavel (sCR1) com a susceptibilidade ao PF, assim como com

diferentes manifestacdes sintoméaticas, em pacientes com e sem tratamento.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar PCR-SSP multiplex para rdpida haplotipagem de polimorfismos de
relevancia clinica no gene CR1,

e Verificar possiveis associacdes entre os alelos e gendtipos de SNPs e a
susceptibilidade ao PF per se;

e Verificar possiveis associacfes entre os alelos e genoétipos de SNPs e a
susceptibilidade as formas localizada e generalizada do PF;

e Descrever os haplétipos deste gene em pacientes com PF e controles;

e Propor uma nomenclatura para os haplétipos, baseada em suas relacdes
filogenéticas;

e Verificar possiveis associacdes entre os haplétipos e a susceptibilidade ao PF
per se;

e Verificar possiveis associacdes entre os haplétipos e a susceptibilidade as
formas localizada e generalizada do PF;

e Descrever os niveis séricos de sCR1 em pacientes com PF e controles;

e Verificar possiveis associacdes entre os genotipos de SNPs e haplétipos e os
niveis séricos de sCR1;

e Verificar possiveis associagbes entre o0s niveis séricos de sCR1 e a
susceptibilidade ao pénfigo foliaceo per se;

e Verificar possiveis associacdes entre 0s niveis séricos de sCR1 e a
susceptibilidade as formas localizada e generalizada do PF;

e Verificar possiveis efeitos do tratamento sobre os niveis séricos de sCR1 em

pacientes com PF.
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ABSTRACT

Pemphigus foliaceus (PF) is an autoimmune disease endemic in Brazil, characterized
by the presence of autoantibodies against desmoglein-1, causing epidermal blisters.
Complement receptor 1 (CR1) inhibits complement activation, which may block
disruption of desmosomal junctions. In order to evaluate the functional impact of CR1
on the susceptibility to PF, we used sequence-specific PCR, in a strategy to
physically haplotype nine CR1 polymorphisms, which includes: rs2274567 in exon 22
— p.H1208R, rs3737002 in exon 26 — p.T1408M and rs17047660 in exon 29 —
p.K1590E. We identified CR1 alleles, distributed in thirteen haplotypes, in up to 282
PF patients and 214 controls living in the same affected areas and measured levels
of soluble CR1 (sCR1) in a subset of 53 patients and 27 controls. We found an
association of the minor alleles of two polymorphisms, rs3737002 encoding p.1408M,
responsible for the KCam blood group (OR=0.55, p=0.006) and rs3849266 in intron
21 (OR=0.66, p=0.046) with protection against PF. We also found the rs17047660
(encoding p.1590E, responsible for the McCoy blood group), associated with
susceptibility to PF (OR=2.99, p=0.033). Carriage of least one of two haplotypes
encoding the KCam (but not the McCoy blood group antigen) was associated with
protection against the disease (OR=0.56, p=0.009). We also observed that patients
in remission or with localized lesions but under treatment had higher levels of sCR1,
compared with healthy controls (p=0.01 and p=0.006, respectively). Among patients
with lesions, those under treatment had higher sCR1 levels (p=0.02). Among those
under treatment, patients with localized lesions had higher sCR1 levels than patients
with generalized lesions (p=0.0004). In conclusion, CR1 polymorphisms are
associated with protection and disease susceptibility. Corticoid treatment seems to
increase sCR1 serum level, and higher levels may play a anti-inflammatory protective

role in individuals with EPF.

Keywords: pemphigus foliaceus, autoimmunity, CR1 polymorphism, sCR1.
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INTRODUCTION

Pemphigus foliaceus (PF) is an autoimmune disease characterized by
epidermal blisters, wich resulting from the loss of adhesion between keratinocytes
(acantholysis). In Brazil, PF is endemic, being also known as fogo selvagem (wild
fire, in english), due to the similarity of symptoms with burning injuries. It affects
mainly young adults that live in rural areas near to rivers, within the flying range of
hematophagous insects [1-3]. The disease is associated with the production of IgG1
and 1gG4 autoantibodies against desmoglein 1 (Dsgl) and ocasionally against
desmoglein 3 (Dsg3), important components of desmosomes [1]. The recognition of
bound 1gG1l antibodies and altered cell-associated molecular patterns activate the
complement system, responsible for the recurrent observation of complement
components as C1qg, C3b, C4b and the membrane attack complex on cell surfaces of
PF epidermal blisters, initiating and feedbacking the acantholytic process [4-7].

The complement receptor 1 (CR1) recognizes and bound C3b and C4b, as
well as C1lg, mannose-binding lectin and ficolins, and removes opsonized immune
complexes from the bloodstream. It also interrupts the complement cascade, being a
co-factor for the Factor I-mediated cleavage of soluble/bound C3b and C4b. Its
soluble form results from proteolytic cleavage in terminal secretory vesicles or in the
membrane [8-9]. The CR1 gene is located in the RCA (Regulators of Complement
Activation) gene cluster on the long arm of chromosome 1 (1g32) and contains 39
exons, of which 34 express 30 short consensus repeats (SCR) distributed in four
long homologous repeats (LHR) responsible for complement decay-accelerating and
cofactor activities (Figure 1). It is primarily expressed in erythrocytes, B-cells, a
subset of T cells, neutrophils, monocytes and dendritic cells. Polymorphisms that
alter gene expression or protein activity are common in different populations and
have been associated with different infectious diseases such as leprosy and malaria;
autoimmune diseases, such as lupus erythematosus and rheumatoid arthritis; and
neurodegenerative, such as Alzheimer [10-13].

There are no studies about protein expression and polymorphisms of
complement regulators in general, and of CR1 in particular, with PF. Thus we aim to
fill in this gap by evaluating possible associations between CR1 polymorphisms and
the expression of soluble CR1 protein (sSCR1) with susceptibility to PF, as well as with

different symptomatic manifestations of the disease, in patients with and without
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treatment. This is particularly important given the relevance of CR1 in inhibiting the
complement system and removing immune complexes, major deregulated events in

autoimmunity.
MATERIAL AND METHODS
Subjects and samples

The National Committee for Ethics in Research (CONEP) approved this study
(project approval 505.988). We personally informed every participant about the
purpose and other relevant aspects of the study and recruited 282 patients with PF
and 214 controls (among accompanying persons, health workers and other
volunteers). Most patients (93%) and controls (88%) lived in Central Western Brazil
and were cared for or worked in the Hospital Adventista do Pénfigo (Campo Grande,
MS). All the others lived in Southwestern and South Brazil, of which 6% of the
patients attended the Lar da Caridade (Uberaba, MG), 1% the Hospital das Clinicas
of the Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (Ribeirdo Preto, SP), and 1% of
patients and the remainder 12% of controls, the Hospital de Clinicas of the UFPR
(Curitiba, PR). Inclusion criteria were: written informed consent, being resident in the
endemic region, and for the patients, PF diagnosis based on clinical and
immunohistochemical analysis. Exclusion criteria were: consanguinity and a familial
history of autoimmune diseases, like PF and others. All subjects were classified
according to ethnic origin, based on physical characteristics and self-reported
ancestry, as previously described [14]. Among the patients, 53% were female,
58.36% were Euro-Brazilians, 41.64% Afro-Brazilians, with an average age of 37.5
years (6-86). Forty one patients were untreated at sampling, and the treatment of
choice for most of the others included prednisone. Thirty seven patients (13%) were
in disease remission. Among the 135 symptomatic patients with information
regarding the distribution of blistering lesions, 29% had localized epidermal blisters
(aLUT), and 71% had generalized lesions (aGUT). Among the controls, 49% were
female, 64% were Euro-Brazilians, 33% Afro-Brazilians and 3% Amerindians, with an
average age of 42 years (17-88). DNA was extracted from peripheral blood

leukocytes as previously described, using phenol-chloroform-isoamyl alcohol [15].

CR1 genotyping
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We selected the SNPs based on (1) minor allele frequency (MAF > 0.05 in
Northern Europeans from Utah - USA, Mexican, Colombian and Yoruba populations
of the 1000 Genomes Project — available in http://www.1000genomes.org/1000-
genomes-browsers [16]%; (2) linkage disequilibrium (tag SNPs with r2> 0.8 in at least
one of the above mentioned populations) %; (3) previous association with disease (as
reported in the literature). We did not evaluate copy number variants (CNVs) of [17],
but chose to genotype nine SNPs which occur in exons and introns shared by the
pre-mRNAs encoding the most frequent CNV isoforms CR1-S and CR1-F (Figure 1)
(shown in Suppl. Figure 2): rs6656401 (1:9.207518704A>G in intron 4), rs3849266
(1:9.207579645C>T in intron 21), rs2274567 (1:9.207580276A>G in exon 22 or
p.His1208Arg), rs3737002 (1:9.207587428C>T in exon 26 or p.Thrl408Met,
responsible for the KCam blood group antigen), rs11118131 (1:9.207587851C>T in
intron 26), rs11118167 (1:9.207608809T>C in intron 28), rs17047660
(1:9.207609511A>G in exon 29 or p.Lys1590Glu, responsible for the McCoy blood
group antigen), rs4844610 (1:9.207629207A>C in intron 37), rs12034383
(1:9.207630250G>A in intron 37).

We aimed to physically haplotype eight of these SNPs, by evaluating
coamplification of DNA fragments differing in lenght by at least 100 bp, using different
combinations of forward and reverse sequence-specific primers (SSP). With this end,
we optimized two multiplex PCR-SSP, in which we included up to six sequence-
specific primers in one PCR reaction, thus saving DNA, time, materials and reagents.
The sequence of SSPs and control primers are shown in Table 1. All reactions
(including one simple PCR-SSP) were carried out in a final volume of 15pl,
containing 20 ng of genomic DNA, 0.2 mM of each dNTP, 1x Coral Buffer (Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, CA). Thermal cycling began with 95°C for 5 min;
followed by 30 cycles, where each cycle began with 94°C for 20 s and ended with
72°C (extension step) for 40 s.

We discriminated the rs6656401 alleles using a simple PCR-SSP, with 0.3 uM
of each SSP and 0.1 uM of each control primer, in the presence of 1.65 mM MgCl,
and 0.02 units Taq polymerase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). The
annealing temperatures of the primers were 56°C for the initial 10 cycles, 53°C for

' As frequéncias alélicas dos SNPs de CR1 estéo listadas na tabela 4 do apéndice.
ZA figura 10 do apéndice apresenta o plot do desequilibrio de ligacéo entre polimorfismos comuns do
gene CR1, em populacdes do projeto HapMap.
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the following 10 cycles and 50°C for the last 10 cycles. In the multiplex PCR-SSP 1,
we used 0.2 uM of SSPs for discriminating the alleles of rs3849266 and rs2274567,
0.4 uM of SSPs for rs4844610 and rs12034383, 0.1uM of each control primer, in the
presence of 1.50 mM MgCl, and 0.15 units Taq polymerase (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA). The annealing temperatures of the primers were 62°C
for the initial 5 cycles, 60°C for the following 15 cycles and 58°C for the last 10
cycles. In the multiplex PCR-SSP 2, we used 0.5 uM of SSPs for discriminating the
alleles of rs3737002 and rs11118131, 0.6 pM of SSPs for rs11118167 and
rs17047660, 0.1 uM of each control primer, in the presence of 1.50 mM MgCl, and
0.15 units Taqg polymerase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). The
annealing temperatures of the primers were 59°C for the initial 10 cycles, 57°C for
the following 5 cycles, 55°C for another 5 cycles and 53°C for the last 10 cycles. We
evaluated the pattern of amplificated fragments after electrophoretic run on 1.5%
agarose gel, stained with Sybrsafe (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA)

(Suppl. Figure 1).
sCR1 Quantification

We measured sCR1 levels in the serum of 53 PF patients and 27 healthy

controls, collected between 2011 and 2015, matched for sex and age °

, using
SEB123Hu ELISA kit (USCN Life Science Inc., Wuhan, China), according to the
manufacturer's instructions. Eighteen of the patients were in disease remission, nine
without treatment (fWT) and nine under immunosuppressive treatment (rUT); 35
patients presented active pemphigus, six still untreated (aWT) and 29 already being
treated (aUT). Among the patients with known information regarding distribution of
lesions, five had localized epidermal blisters (aL), and 21 had generalized lesions
(aG). We previously measured anti-Dsgl levels in 49 of the patients and 28 of the
controls and anti-Dsg3 levels in 17 of the controls and 30 of the patients, using
commercial ELISA kits, (RG-M7593-D and RG-7680-EC-D from MBL®, respectively)
(Oliveira et al., submitted). Among the investigated patients, 27 (55%) were positive

for anti-Dsgl and one (3.3%) for anti-Dsg3, whereas controls were negative for both

A caracterizagdo das amostra de controles e pacientes analisadas pelo ELISA esta descrita na
tabela 5 do apéndice.
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autoantibodies, with exception of one individual, who was both anti-Dsgl and anti-

Dsg2 positive and was excluded from other analyses.
Statistical and bioinformatical analysis

We obtained allele, genotype and two-SNP haplotype frequencies by direct
counting, and evaluated the hypothesis of Hardy-Weinberg equilibrium with the exact
test of Guo & Thompson, implemented in the Arlequin v.5.1 population genetics
software package [18]. We reconstructed extended haplotypes based on linkage
disequilibrium and phase information about the two-SNP haplotypes, given by the
PCR-SSP amplification. We compared the results with the haplotypes estimated
using the EM algorithm (Expectation-Maximization) implemented in the PLINK
software [19] and found 2.9% of discrepant results, which is in accordance with the
literature [20]. We also used PLINK for analysis SNP-to-SNP interactions, but
evaluated linkage disequilibrium with Haploview 4.2 [21]. We further compared the
distribution of polymorphisms and haplotypes in patients and controls adjusted for the
proportion of ethnic groups using Fisher exact test, with the online software
VassarStats (VassarStats: Website for Statistical Computation; available at:

http://vassarstats.net) [22]. We adjusted all associations for possible effects of

confounding factors (such as age, sex, ethnic group), by logistic regression in
nonadjusted patient and control groups, using the software STATA v.9.2 (Statacorps,
Lakeway Drive, TX). Comparisons between medians were made using the Mann-
Whitney and Kruskal-Wallis tests using the program GraphPad Prism v.5.01. To
predict functional effects of associated SNPs, we explored data from the ENCODE
project, contained in the RegulomeDB [23] and Haploreg [24] databases. To evaluate

the effect of non synonymous SNPs, we used Polyphen-2 [25].
RESULTS
CR1 SNPs and susceptibility to Pemphigus Foliaceus

Within each ethnic group, we found homogeneity in the genotype distribution
of patients and controls recruited in Central West and South/Southeast Brazil
(p>0.22). Thus, besides analysing “total” and “total adjusted (for ethnic proportion)”
groups, we evaluated patients and controls according to their classification as Euro-

Brazilians and Afro-Brazilians. We found the genotype distributions of SNPs to be in
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accordance with Hardy-Weinberg equilibrium. There was also strong pairwise linkage
disequilibrium between the SNPs in intron 21 (rs3849266), exon 22 (rs2274567),
exon 26 (rs3737002) and intron 37 (rs12034383), both in Euro- and Afro-Brazilians
(Suppl. Figure 2).

In the total adjusted group, minor alleles of two polymorphisms - rs3737002
and rs17047660 — were associated with protection and susceptibility to PF,
respectively (Figure 2).*

Regarding rs3737002, the 1:9.207587428T minor allele in exon 26 encodes
p.1408Met, responsible for positive KCam blood group antigen. Carriers of this allele
occurred at higher frequency in control group (81/148 or 54.7%), than patients
(84/214 or 39.3%), a proportion most evident among Euro-Brazilians (54/89 or 60.7%
vs. 52/125 or 41.6%). This allele presented a dominant protective effect against the
disease, after correction for age (sexual and ethnic group proportions were not
associated) in the total sample - OR=0.55 [95%CI=0.36-0.84] (p=0.006) — as well as
in Euro-Brazilians - OR=0.58 [95%CI1=0.35-0.95] (p=0.03).

On the other hand, the minor allele of rs17047660 in exon 29
(1:9.207609511G) encodes p.1590Glu, responsible for positive McCoy blood group
antigen. Carriers of this allele (all heterozygotes) were more frequent among the
patients (20/197 or 10.2%), than among the controls (5/134 or 3.7%), independent of
age, sex and ethnic group: OR=2.99 [95%CI=1.09-8.17] (p=0.033).

In the total group, we additionally found that the carriage of the
1:9.207579645T minor allele of rs3849266 (in intron 21) increased protection against
PF in Euro-descendants and in the total sample (115/192 or 59.9% in control and
110/221 or 49.8% in patients), independently of age, sex and ethnic group (OR=0.59
[95%CI=0.35-0.98], p=0.043 and OR=0.66 [95%CI|=0.45-0.99], p=0.046,
respectively).

In Euro-descendants, we found a protective interaction between two intronic
SNPs, which are not in linkage disequilibrium (r?=0.26) and did not have any effect
when they are separated: rs11118167 (1:9.207608809T>C in intron 28) and
rs12034383 (1:9.207630250G>A in intron 37) (p = 0.026)%. In the stratified analysis,

* As frequéncias alélicas, genotipicas e de portadores para os SNPs de CR1 estdo listadas na tabela
6 do apéndice.

® As andlises estratificada dos SNPs epistaticos de CR1 estéo listadas na tabela 7 do apéndice.

® As frequéncias dos haplétipos de dois SNPs formados pelos SNPs epistaticos de CR1 estdo listadas
na tabela 8 do apéndice.
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there was a dominant protective effect for the combination of the rs12034383 A minor
allele and the rs11118167 minor C allele, regardless of genotype (heterozygous or
homozygous) (OR = 0.44 [95%Cl= 0.22-0.88], p = 0.022), or in combination with the
rs11118167 T/C heterozygous genotype (OR=0.10 [95%ClI= 0.01-0.82], p = 0.020).

There was also a trend for an association with the rs12034383
1:9.207630250A allele in intron 37 with susceptibility to generalized PF lesions
(52/70 or 74.3%), compared with localized PF lesions (19/32 or 59.4%), after
adjustment for the proportion of ethnic groups: OR=2.35 [95%CI=0.99-5.57]
(p=0.053). No other SNP was associated with the severity of the disease.

CR1 haplotypes and susceptibility to Pemphigus Foliaceus

Based on linkage disequilibrium and phase information obtained with SSP
amplification, we haplotyped all SNPs in a subset of 173 patients and 125 controls
and found thirteen haplotypes, named according to the phylogenetic nomenclature
suggested by others [26] and adapted for recombinant haplotypes [20] (Figure 3).’
Four haplotypes were probably recombinant and shared the 1:9.207630250A allele in
intron 37 (rs12034383). In the phylogenetic analysis (including only nonrecombinant
haplotypes), we rooted the tree on the GCACCTACG (*1) haplotype, which is
identical to the sequence found in Pan troglodytes (NM_001193675). Haplotypes *4
and *2 occurred on isolated branches. Haplotype *2 and a recombinant haplotype
(*2.3B2B) are unique in that they harbor the 1:9.207609511G allele in exon 29,
encoding p.1590Glu, responsible for the McCoy blood group antigen (rs17047660).
On the other hand, clade *3A represented all haplotypes encoding p.1208Arg, that
carries the 1:9.207580276G allele in exon 22 (rs2274567). Yet clade *3B harbored all
haplotypes with the 1:9.207630250A allele in intron 37 (rs12034383), probably
involved in the generation of all four recombinant haplotypes. The KCam blood group
antigen (corresponding to the 1:9.2075874328T allele in exon 26 or p.1408Met), is
solely encoded by one haplotype of this clade (*3B2B) and two recombinant
haplotypes (*1.3B2B and *3B2B..3A2B).

Genotype distributions of haplotypes were in accordance with Hardy-Weinberg
equilibrium. Two haplotypes occurred at higher frequency among controls (Table 2),
both encoding the KCam blood group antigen, difering only in the rs3849266 SNP

"As frequéncias dos haplétipos e analise de OR estéo listadas na tabela 9 do apéndice.
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(1:9.207579645C>T in intron 21). The *1.3B2B haplotype (GCATCTACA) was
associated with protection against PF in Euro-Brazilians and in the total sample (OR
= 0.23 [95%CI=0.06 - 0.87], p = 0.033 and OR = 0.28 [95%CI=0.09 - 0.90], p=0.029
respectively), and *3B2B (GTATCTACA) only in the total sample (OR=0.63
[95%CI=0.43-0.94], p=0.025). The carrier status of any of these haplotypes, after
correction for demographic factors, was even stronger associated with protection
against the disease (OR=0.56 [95%CI= 0.36-0.86], p=0.009).

SCR1 levels and susceptibility to Pemphigus Foliaceus

sCR1 levels differed according to treatment and disease manifestations, but
not according to genotypes of the investigated SNPs and haplotypes. Patients in
remission under treatment (rUT) had higher levels of sCR1 compared to controls
(medians 1.816 ng/mL vs. 1.232 ng/mL, respectively, p=0.01), but patients under
remission, without treatment (rfWT), presented variable values (Figure 4). On the
other hand, there was no clear difference between sCR1 levels in controls and
patients with active pemphigus under treatment (aUT) (medians 1.232 ng/mL vs.
1.392 ng/mL, respectively, p=0.223). However, within patients with PF lesions, those
under treatment (aUT) had higher sCR1 levels, than those with PF at admission,
before getting treated (aWT) (medians 1.392 ng/mL vs. 0.610 ng/mL, respectively,
p=0.026). Among the aUT patients, those with localized lesions (aLUT), presented
the highest sCR1 levels, especially compared to those severely affected, with
generalized lesions (aGUT) (medians 2.388 ng/mL vs. 1.224 ng/mL, respectively,
p=0.0004). sCR1 levels of aLUT patients were also much higher compared to
controls (p=0.007), and to patients before treatment (aWT) (p = 0.016). It is important
to highlight there was no difference in serum levels of patients under treatment with

different doses of corticosteroids.
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DISCUSSION

CR1 has a major role in inhibiting the complement system and removing
immune complexes, main events that are desregulated in autoimmune diseases,
such as lupus and rheumatoid arthritis [10-12]. Complement inhibition is also
severely hampered in PF, as judged by heavy deposition of complement components
on desmosomal junctions [4-7]. Despite the importance of the complement system,
this is the first study to investigate gene polymorphisms and protein expression of a
complement regulator on a cutaneous autoimmune disorder, such as PF.

The most evident association was with a CR1 aminoacid substitution that
modifyies the first SCR in the LHR-D module (SCR 22), which is responsible for the
recognition of the initiation molecules of the classical (C1q) and lectin (mannose
binding lectin or MBL/ficolin or FCN) pathways. Specifically, p.1408M that encodes
the KCam epitope (rs3737002) presented a dominant protective effect against the
disease. It is also reported as a susceptibility allele to late-onset alzheimer disease in
Han Chinese [27]. The p.T1408M amino acid substitution is considered at least
probably damaging (score 0.9 or higher), as estimated using the algorithms
implemented in Polyphen-2 (but not in SIFT, wich resulted in tolerated, with score
0.09). We suggest that this substitution contributes to reduce the binding to 1gG1-
bound Clq, as well as to MBL/FCNs bound to exposed glycosilated/acetylated
residues on desmosomes and epithelial cells, decreasing internalization of
neoantigens by antigen-presenting cells. This would reduce the positive feedback
loop on autoantibody production and further desmosomal destruction. Yet the
protective association found with the intronic 1:9.207579645T allele (rs3849266)
seems to be a feature of strong linkage disequilibrium with the 1:9.207587428T allele
of rs3737002. Another possible explanation would be that subjects that carry this
allele, or with SNPs bonded to it, modulate the expression of CR1 on membrane.
Low expression could result in a higher activation of complement system and
deposition of membrane attack complex, frequently observed in PF, as well as in PV
[4-5, 28-30].

The very opposite is expected to occur with the amino acid substitution that
creates the McCoy “b” antigen in SCR25, namely p.K1590E (rs17047660). This SNP
is also deemed to damage (although with a lower Polyphen score: 0.597) or

deleterious, according to SIFT (score of 0.02). It actually increases the amount of
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glutamic acid residues in a sequence of only 10 residues, strenghtening the negative
charge already provided by Glu at the 1595 and 1597 positions, and thus most
probably increasing the affinity of this LHR-D domain for C1g/MBL/FCNs [31] This
explains the association found with susceptibility to PF, since it would provide for
higher immune complex internalization and exposure of self neoepitopes to HLA
molecules. The association found with the McCoy antigen however did not resist
correction for demographic factors, which may rely on its higher frequency in African-
derived populations and low sample size of this study. Interestingly, homozygosity for
p.1590Glu was also associated with higher susceptibility to repetitive malaria-
associated seizures in patients with cerebral malaria [32].

Interaction between the alleles rs11118167C and rs12034383A was further
associated with a dominant protective effect against PF (homozygous or
heterozygous genotypes). It is important to note that this association relies on allele
interaction, since the allele rs12034383A was also associated with generalized
distribution of PF lesions, the most severe disease manifestation. Both alleles were
also found associated with reduced erythrocyte sedimentation rate, a marker of the
acute phase response [33].

Multiplex PCR-SSP allowed us to identify CR1 haplotypes with minimal
ambiguity and a high cost/benefit, since we were able to haplotype four CR1 SNPs at
once, employing four reactions, instead of eight, as previously published for other
genes [20]. Two haplotypes presented a dominant protective effect against the
disease. They belong to phylogenetic clade *3B, that arose from the mutation that
caused the minor 1:9.207630250A allele of rs12034383. Given the fact that all
identified recombinant haplotypes shared this allele, this clade is probably one of the
oldest in the CR1 phylogenetic haplotype tree. As expected, associated haplotypes
also carried the minor allele of rs3737002 encoding p.1408Met (KCam positive) and
the major allele of rs17047660 encoding p.1590Lys (McCoy “a” allele).

As previously discussed, the KCam and McCoy SNPs probably alter activity of
the LHR-D domain, responsible for recognizing and internalizing immune complexes
opsonized by Clg, MBL and FCNs. The LHR-D domain actually competes with
complement serine proteases for the same binding site on the collagenous stalks of
Clg, MBL and FCNs, thus inhibiting complement activation, while mediating C3b-
independent phagocytosis [28]. It also presents several other nonsynonymous SNPs

belonging to the Knops blood group antigen (as KCam and McCoy), not investigated
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in this study, but possibly associated to the disease (rs6691117, rs41274768,
rs4844609, rs669117, rs3811381). In contrast to LHR-D, LHRs A-C present a paucity
on coding polymorphisms, and the only investigated nonsynonymous SNP in this
region was not associated with the disease (rs2274567, encoding p.H1208R).

All LHR domains are shared between sCR1, exosomal-bound CR1 and cell
membrane-bound CR1, as well as all actions mediated by LHRs A-C, including the
ability to cleave C4b, accelerating the decay of C3 and C5 convertases, and to
cleave C3b, reducing opsonization and phagocytosis [34-35]. Nevertheless, sCR1
and exosomal-bound CR1 are unable to mediate the LHR-D-mediated internalization
of immune complexes by phagocytes, thus acting as a “sink” for initiation molecules
of the complement cascade and inhibiting both complement activation and
complement-driven phagocytosis [36]. Thus, sSCR1 and exosomal-bound CR1 mostly
execute anti-inflammatory actions, in contrast to cell membrane-bound CR1.

Taking into account that human sCR1 has in fact been demonstrated to
reduce acute inflammation and autoimmunity, even preventing disease progression
in a rat arthritis model [37-38], as well as its potential application in therapeutic
settings [39], its role in the susceptibility to pemphigus and clinical evolution might be
highly relevant. In fact, although we found an effect of corticoid therapy on increased
SCR1 production, serum levels were especially higher in patients with localized
lesions, compared with patients with generalized lesions, independently of treatment.
This leads us to suggest that SCR1 plays a protective role in the evolution of the
disease. A longitudinal follow-up study would be necessary to find out if patients with
localized lesions, which progressed to the generalized form, also presented a decline
in SCR1 serum levels. In this study, CR1 genotypes were not associated with sCR1
serum levels, which might rely on the fact that the soluble CR1 form does not result
from alternative splicing of the gene, but from proteolytical cleavage [9] However, due
to the great heterogeneity among subgroups of patients and the limited number of
individuals within each subgroup, results should be accepted with caution, until
replicated in a larger setting.

The present study is the first with the identification of CR1 polymorphisms and
SCR1 protein levels in serum of PF patients and controls. The results lead us to
suggest that CR1 polymorphisms of the Knops blood group modulate susceptibility to
the disease, probably by changing the affinity for the initiation molecules of the

complement cascade. Furthermore, corticoid treatment seems to increase sCR1
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serum levels and higher levels may limit the distribution of PF lesions, placing sCR1
as a possible biomarker for treatment response and disease severity, as well as a

candidate for new therapeutically interventions in the disease.
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Figure 1. CR1 gene and protein structure and localization of the investigated SNPs.
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Each block represents a SCR (short consensus repeat), encoded by the exons listed just above. There are three C4b binding sites (SCR
1-3, 8-10 and 15-17) and two C3b binding sites (SCR 8-10 and 15-17). SCRs 22-28 bind C1qg, MBL and ficolins, and SCRs 22, 24 and 25
carry blood group antigens frequent in Africans, but rare in Euro-descendants. The SNPs analysed in this study are indicated in the gene
and the amino acid substitutions resulting from polymorphisms located in exons are indicated on the protein. TM, transmembrane
domain; IC, intracytoplasmic domain; the four long homologous repeats (LHR) of this protein are demarcated: 1-7, 8-14, 15-21, 22-28.
The functional sites in 8-10 and 15-17 are nearly identical. Repeats in green are required for C4b binding and decay accelerating activity,
while those in orange are required for C3b and C4b binding and cofactor activity. The dashed lines indicate coding exons of main parts:
leader peptide encoded by exon 1, transmembrane domain encoded by exons 36 and 37, and the intracytoplasmic domain encoded by

exons 38 and 39 [35].



Table 1. Sequence-specific primers* for selected CR1 polymorphisms.
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Forward Primers

Reverse primers

SNP Localization 5’>3’ Sequence SNP Localization 5’3’ Sequence Fragment
rs6656401 Intron 4 . Intron 4 5’ CATAGTTGTAGTTGGGGATTG 3’ 257bp
5’ CTCTGTCTCCATCTTCTCG 3’ Primer
5’ CTGATGGCTTGGGGTAT 3’ 5’ CTCAATCTGCATTGATCCAC 3’
rs3849266 Intron 21 rs2274567 Exon 22 667bp
5’ CTGATGGCTTGGGGTAC 3’ 5’ CTCAATCTGCATTGATCCAT 3’
5’ CCATTTGCCAGTCCTAC 3 5’ CAAGAAGAAGGGGTGATG 3/
rs3737002 Exon 26 rs11118131 Intron 26 457bp
5/ CCATTTGCCAGTCCTAT 3’ 5’ CAAGAAGAAGGGGTGATA 3/
5’ GCCAATATGTGAATATTATTATCTTAT 3’ 5/ TTCTGGAGCTGTGCATTT 3’
rs11118167 Intron 28 rs17047660  Exon 29 746bp
5’ GCCAATATGTGAATATTATTATCTTAC 3’ 5’ TTCTGGAGCTGTGCATTC 3/
5’ CTACACAAAACAGCCTTGTA 3 5’ AGATGTCCATGCCTTAAC 3
rs4844610 Intron 37 rs12034383  Intron 37 1080bp
5’ CTACACAAAACAGCCTTGTC 3 5’ AGATGTCCATGCCTTAAT 3’
Control Primers
HGHf 5’ TGCCTTCCCAACCATTCCCTTA 3 HGHr 5’ CCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC 3’ 431bp
HLA-Ef 5/ CGGGACTGACTAAGGGGCGG 3’ HLA-Er 5/ GTAGCCCTGTGGACCCTCTTAC 3’ 324bp

In bold: variant nucleotide. * excepting the generic and control primers. SNP: single nucleotide polymorphism; bp: base pairs; HGH: human

growth hormone; HLA-E: Human leukocyte E antigen; f: forward; r: reverse.
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Figure 2. Minor allele frequencies of the investigated CR1 SNPs.

B0 [mmmmmm oo

T T

Tl - Bt A

L S T I

]

20 - [
g;
o
gz
e
10 2N (31 i
k]
o
]
Hlﬁnfg

rs6656401 rs3849266 rs2274567 rs3737002 rs11118131 rs11118167 rs17047660 rs4844610 rs12034383

O Patients ® Controls EU Patients B EU Controls AF Patients B AF Controls

For patients and controls, allele frequencies were given after adjustment for the

proportion of Euro and Afro-Brazilians.

* P=0.04; ** P=0.01; *** P=0.007, EU Euro-Brazilians, AF Afro-Brazilians



67

Figure 3. Maximum parsimony tree of CR1 haplotypes with nucleotide changes and

phylogenetic nomenclature.
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The tree was rooted on the haplotype shared with Pan troglodytes (NM_001193675).
In the phylogenetic nomenclature system, the first clades to diverge are numbered
with Arabic numerals. Sublineages of each clade are subsequently designated with
capital letters and individual present-day haplotypes are given Arabic numerals,
following the schema numerals/letters/numerals, if they diverge further [26].
Recombinants are named according to the most common inferred parental
haplotypes, separated by a dot [20], and citing the most similar parental haplotype,

first. Bootstrap values are given on the respective branches.
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Table 2. Frequencies of CR1 haplotypes.

TOTAL EU AF
Patients Controls Patients Controls Patients Controls

Haplotypes n % n % OR 95%Cl P n % n % OR 95%Cl P n % n % P
*1 GCACCTACG 45 13.01 34 13.60 n.s. 22 1111 14 9.72 n.s. 23 1554 20 18.87 n.s.
*2 GCACCTGCG 13 376 6 240 n.s. 4 202 2 1.39 n.s. 9 6.08 4 3.77 n.s.
*3A1 GCGCCTACG 7 202 2 0.80 n.s. 2 101 O 0.00 n.s. 5 3.38 2 1.89 n.s.
*3A2A GCGCTCACG 43 1243 31 1240 n.s. 30 15.15 18 12.50 ns. 13 8.78 13 12.26 n.s.
*3A2B GCGCTTACG 34 983 21 8.40 n.s. 14 7.07 10 6.94 ns. 20 1351 11 10.38 n.s.
*3B1 GCACCTACA 74 2139 42 16.80 n.s. 46 23.23 25 17.36 n.s. 28 18.92 17 16.04 n.s.
*3B2A GTACCTACA 15 4.34 8 3.20 n.s. 9 4.55 5 3.47 n.s. 6 4.05 3 2.83 n.s.
*3B2B GTATCTACA 62 1792 64 2560 0.63 0.43-0.94 0.025 38 19.19 38 26.39 n.s. 24 16.22 26 24.53 n.s.
*4 ACACCTAAG 37 10.69 23 9.20 n.s. 24 1212 15 10.42 n.s. 13 8.78 8 7.55 n.s.
*1.3A2B.3B2B GCACCCACA 1 029 0 0.00 n.s. 1 051 O 0.00 n.s. 0 0.00 0 0.00 n.s.
*2.3B2B GCACCTGCA 2 058 0 0.00 n.s. 1 051 O 0.00 n.s. 1 0.68 0 0.00 n.s.
*1.3B2B GCATCTACA 4 116 10 4.00 0.28 0.09-0.90 0.029 3 152 9 6.25 0.23 0.06-0.87 0.033 1 0.68 1 0.94 n.s.
*3B2B.3A2B  GTATCCACA 9 260 9 360 n.s. 4 202 8 5.56 n.s. 5 338 1 0.94 n.s.
Total 346 100 250 100 n.s. 198 1000 144 100 ns. 148 100 106 100 n.s.

Haplotypes represented all nine investigated CR1 SNPs (rs6656401, rs3849266, rs2274567, rs3737002, rs11118131, rs11118167, rs17047660,
rs4844610 and rs12034383).AF: African-Brazilian; EU: Euro-Brazilian; n = number of alleles, n.s.= not significant. In bold: haplotypes associated

with protection against the disease (see text).
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Figure 4. sCR1 serum levels in controls and PF patients.
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rUT: patients in disease remission under immunosuppressive treatment; rWT:
Patients in disease remission without treatment; aWT: patients with active
pemphigus, before initiating therapy (still untreated); aUT: patients with active
pemphigus under immunosuppressive treatment; aLUT: patients with localized
lesions under immunosuppressive treatment; aGUT: patients with generalized
lesions under immunosuppressive treatment; p: P values obtained with the Mann-

Whitney test. Interquantil median and range are indicated.
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Supplementary material
Supplementary figure 1. Multiplex PCR-SSP results of CR1 SNPs.

A CR1-4-A 257 pb CR1-4-G 257 pb
HGH 431 pb HGH 431 pb

CR1-37-AG 1080 pb CR1-37-AA 1080 pb CR1-37-CG 1080 pb CR1 - 37 - CA 1080 pb
CR1-22-CA667pb CR1-22-CG667pb CR1-22-TAG667pb  CR1-22-TG667 pb
HGH 431 pb HGH 431 pb HGH 431 pb HGH 431 pb

-

— N

- T e — o— — o e e e

4 2 dudeH 1 2 3 4 H 12 3 4 H

In28 Ex29_60 CA 746pb In28 Ex29_60 TA 746pb  In28 Ex29_60TG 746pb In28 Ex29_60 CG 746pb
Ex26 In26_CC 457pb  Ex26 In26_TT 457pb Ex26 In26_CT 457pb  Ex26 In26_TC 457pb
HLA-E 324pb HLA-E 324pb HLA-E 324pb HLA-E 324pb

C




71

A. PCR-SSP for rs6656401 (1:9.207518704A>G) (specific fragment of 257 bp): 1)
GIG, 2) AIG, 3) AIG, 4) G/G. B. PCR-SSP for rs3849266 (1:9.207579645C>T),
rs2274567 (1:9.207580276A>G) (specific fragment of 667 bp) and rs4844610
(1:9.207629207A>C), rs12034383 (1:9.207630250G>A). (specific fragment of 1080
bp): 1) CACA/TACA; 2) CGCGI/TACA; 3) CAAG/CACG; and 4) CAAG/CACG. C.
PCR-SSP for rs3737002 (1:9.207587428C>T), rs11118131 (1:9.207587851C>),
(specific fragment of 457 bp); rs11118167 (1:9.207608809T>C), rs17047660
(1:9.207609511A>G): 1) (specific fragment of 746 bp): 1) TCCA/TCTA; 2)
CTCA/TCTA,; and 3) CCCA/CTTA.

H: negative controls (complete reactions without DNA); bp: base pairs; HGH: Human
Growth Hormone (as internal PCR control fragment of 431 bp for A and B); HLA-E:
Human Leukocyte Antigen - E (as internal PCR control fragment of 324 bp).
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Supplementary figure 2. Pairwise linkage disequilibrium plot based on investigated
CR1 SNPs.
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6 DISCUSSAO FINAL

Sabe-se que a ativagdo do sistema complemento contribui para a
fisiopatologia do PF (BYSTRYN et al., 1978, KAWANA et al. 1988, MESSIAS et al ,
2011) e que fatores genéticos tém relacdo tanto com o desenvolvimento, como com
a evolucdo da doenca (PETZL-ERLER E SANTAMARIA, 1989, BRAUN-PRADO e
PETZL-ERLER, 2007, MALHEIROS e PETZL-ERLER, 2009, AUGUSTO et al, 2012).
Associacdes entre polimorfismos génicos de componentes do sistema imunologico e
o PF ja foram estudadas. Este € o primeiro estudo relacionando os polimorfismos e
niveis plasmaticos de proteinas reguladoras do complemento, como CR1, com o
pénfigo folidceo.

CR1 é uma glicoproteina de cadeia simples ligada a membrana ou soluvel,
expressa em grande variedade de células de defesa e eritrécitos (LIU e NIU 2009).
Por meio do seus dominios LHR-A, B e C, atua como principal regulador da ativacédo
do sistema complemento, principalmente causando a aceleragdo do decaimento das
convertases C3 e C5 (DYKMAN et al., 1983; DYKMAN et al., 1984; WONG et al.,
1983). Ja através do seu dominio LHR-D, reconhece moléculas iniciadoras do
complemento livres de serinas proteases, promovendo a fagocitose dos elementos
aos quais estdo ligadas (ROSS et al.,, 1983; MEDOF et al., 1984; GHIRAN et al.,
2000; LIU e NIU 2009). Polimorfismos que potencialmente alteram a expresséo do
gene ou a atividade da proteina (principalmente no LHR-D) sdo comuns em
diferentes populacdes e foram associados a diferentes doencas infecciosas, como
hanseniase e malaria; autoimunes, como lupus eritematoso e artrite reumatoide; e
neurodegenerativas, como Alzheimer (FITNESS et al.,2004, COCKBURN et al.
2004, KARIUKI, et al.,2013, ARORA et al, 2011; PICCOLI et al., 2011,
KREMLITZKA. et al., 2012; LORD e MORGAN, 2013).

Neste trabalho, investigou-se nove SNPs pela técnica de PCR-SSP,
identificando simultaneamente oito destes, pela reunido dos iniciadores em dois
conjuntos de rea¢6es multiplex. Desta forma, alcangou-se a sua rapida haplotipagem
com elevada relagéo custo-beneficio (reduzindo o nimero de reacdes pela metade),
como relatado previamente para o gene MASP2 (BOLDT et al., 2011).

Dentre as associacdes encontradas, duas sao devidas a mutacdes missense
nos exons 26 e 29, codificantes do LHR-D e consideradas potencialmente danosas,

guando estimada pelo algoritmo Polyphen-2. Houve um efeito dominante de
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prote¢éo com a substituicdo de uma treonina por uma metionina na posi¢ao 1408 da
proteina (p.Thrl408Met) responsavel pelo epitopo KCam (rs3737002), o qual
também é relatado como um alelo de susceptibilidade da doenca de Alzheimer de
inicio tardio em chineses Han (MA et al., 2014) Sugere-se que p.1408Met reduza a
afinidade do LHR-D por C1q ligado a 1gG1, assim como por MBL ou FCNs ligadas a
residuos glicosilados/acetilados expostos nos desmossomos, diminuindo a
internalizacdo de neoepitopos por células apresentadoras de antigenos, desta forma
reduzindo a retroalimentacdo positiva da producdo de auto-anticorpos. Por outro
lado, a substituicdo de uma lisina por &cido glutamico na posicdo 1590 da proteina
(p.Lys1590Glu, responsavel pelo antigeno McCoy codificado por rs17047660)
aumenta muito a carga negativa em uma sequéncia de apenas 10 aminoacidos,
diretamente implicada no aumento da afinidade pelas moléculas iniciadoras da
cascata do complemento (ROSSI et al. 2013), o que explica a sua associacdo com
um efeito dominante de susceptibilidade a doencga. Outros autores apontam para um
efeito de susceptibilidade deste alelo, na manifestacdo de convulsdes repetitivas na
maléria cerebral (KARIUKI et al., 2013).

Outra possivel explicacdo seria que individuos com estes SNPs ou SNPs
ligados a estes, modulem a expressdo de CR1 na membrana. Baixa expressao
poderia resultar numa maior maior ativacdo do sistema complemento e deposicéo do
complexo litico de ataque a membrana, frequentemente observada no pénfigo
folidceo, assim como no pénfigo vulgar (XIA et al. 1988; KAWANA et al. 1985, 1988;
LAPIERE et al. 1998; MESSIAS-REASON et al. 2011). Outra associa¢ado protetora
observada foi com o SNP intrénico rs3849266 (1:9.207579645T). No entanto, é
importante ressaltar que esse SNP esta em desequilibrio de ligagdo com o
rs3737002, o qual foi fortemente associado ao PF. Sendo assim, essa associacao
pode ser decorrente do efeito carona resultante do desequilibrio de ligacdo entre
esses dois polimorfismos. Além disso, houve uma associacao protetora resultante da
interagcdo entre os alelos dos SNPs rs11118167 e rs12034383, ambos previamente
associados com uma taxa menor de sedimentacao eritrocitaria (KULLO et al. 2011).
As lesdes do pacientes com PF podem ser classificadas de acordo com sua
distribuicdo, em localizadas ou generalizadas, sendo que apenas 0 rs12034383
(1:9.207630250A localizado no intron 37) apresentou uma tendéncia a associagao
com a susceptibilidade a lesdes generalizadas. Com excec¢do do rs3737002, as

demais associacdes ndo permaneceram significantes apds correcdo por fatores
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demograficos, necessitando reavaliagcdo com o aumento do tamanho amostral de
pacientes e controles pertencentes aos principais grupos étnicos brasileiros.

Baseado no desequilibrio de ligacdo e na informacéo de fase obtida pelo uso
de PCR-SSP biespecifica, treze haplétipos foram identificados, distribuidos em
quatro ramos filogenéticos. O clado *3 € o mais diversificado e apresenta dois
ramos, sendo que o ramo *3B deve ser o mais antigo, a julgar pelo niamero de
haplétipos recombinantes que lhe sédo derivados. Haplotipos deste ramo apresentam
1:9.207630250A em comum no intron 37, sendo que dois foram associados com a
protecdo ao PF: *3B2B (GTATCTACA) e o recombinante *1.3B2B (GCATCTACA).
Interessantemente, ambos compartilham os polimorfismos rs3737002T (p.1408M
que codifica o antigeno KCam, associado com protecdo contra a doenca) e o
rs17047660A (p.1590K, que é negativo para o antigeno McCoy, sendo que p.1590E
foi associado com susceptibilidade ao PF).

Os fluidos da bolhas de doencas cutdneas autoimunes séo repletos de
componentes do complemento (LESSEY et al. 2008). Bolhas induzidas tanto
guimicamente, quanto por ferimentos por queimaduras, apresentam uma maior
expressao de sCR1, devido a exocitose de leucdcitos polimorfonucleares e clivagem
de CR1 da membrana (DEITCH et al. 1990, HESS et al. 1999). Como um
desativador de C3 e C5 convertases, sCR1 é um potente inibidor do complemento,
assim como CR1 ancorado & membrana. Contudo, ao contrario deste ultimo, sCR1
nao leva a internalizacdo de elementos ligados a C1qg, MBL ou FCNs por fagocitos,
uma vez que ndo estd associado a membrana celular (logo, ndo alimenta a via de
apresentacdo de antigenos e producdo de anticorpos) (ROSSI et al. 2013).
Possivelmente por esta razdo, sCR1 reduz a inflamacdo aguda e a autoimunidade,
bem como previne a progressao da doenca em modelos de ratos com artrite, tal com
artrite monoarticular (DREJA et al., 2000, GOODFELOW et al., 1997). Seu potencial
terapéutico tem sido comprovado em diferentes modelos animais (BENNET et al.
2000, ARUMUGAM et al. 2006, LI et al. 2010), razédo pela qual sua aplicacdo esta
sendo investigada, com sucesso, em ensaios clinicos (KESHAVJEE et al. 2005).
Niveis de sCR1 também estdo elevados em doencgas autoimunes, assim como em
pacientes com cirrose e doencgas hematolégicas (PASCUAL et al 1993, ARORA et al
2004). No PF, observou-se gque pacientes em remissao (sob tratamento) apresentam
niveis mais elevados de sCR1, comparados a controles saudaveis. Pacientes com

lesdo sob tratamento imunossupressor apresentaram, além disso, concentracdes
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aumentadas de sCR1 em relacdo aos pacientes com lesédo, sem tratamento. Logo,
isto leva-nos a sugerir que o tratamento com corticoide € responsével por aumentar
a expressao de sCR1 no soro. Adicionalmente, dentre os pacientes sob tratamento,
portadores de lesbes localizadas apresentaram concentracbes ainda mais
aumentadas de sCR1, em relacdo aos portadores de lesdes generalizadas e a todos
os demais subgrupos de pacientes e controles. Isto destaca o possivel papel anti-
inflamatorio exercido por sCR1 na distribuicdo das lesdes e gravidade da doenca.
Contudo, possivelmente devido ao fato de sCR1 néo ser gerado por processamento
alternativo do gene, grande heterogeneidade entre os subgrupos de pacientes e
namero limitado de individuos em cada subgrupo, ndo foi possivel verificar uma
associacao entre a expressao de sCR1 e os SNPs investigados.

Por fim, os resultados levam-nos a sugerir que os polimorfismos de CR1 que
modificam a afinidade do LHR-D pelas moléculas iniciadoras da cascata do
complemento, estdo modulando a susceptibilidade ao PF. Além disso, tratamentos
com corticoides parecem aumentar os niveis séricos de sCR1, e niveis mais altos
possivelmente reduzem o numero de lesdes e levam a remissdo da doenca.
Futuramente, sCR1 pode ser usado como um biomarcador em pacientes com PF, ou
como elemento a ser adicionado na terapia. Mais estudos ainda sdo necessarios
para examinar se ha alguma associacdo entre os polimorfismos estudados e o0s
niveis séricos de sCR1, assim como com a expressdo do mRNA e da proteina na
membrana, na saude e na doenca. Adicionalmente, estudos funcionais também

serao necessarios para esclarecer o papel desse gene na patogénese do pénfigo.
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7 CONCLUSOES

e As PCR-SSP multiplex otimizadas neste trabalho permitiram a haplotipagem
fisica de oito variantes do gene CR1 em apenas oito reacdes, ao invés de 32
com PCRs-SSP biespecificas (ou 64 monoespecificas).

e Os polimorfismos codificantes do dominio LHR-D, rs3737002 (p.1408M que
codifica o antigeno KCam) e rs17047660 (p.1590E que codifica o antigeno
McCoy), estdo associados com a protecdo e susceptibilidade ao PF,
respectivamente.

e Dois SNPs intrénicos de CR1, rs11118167 (1:9.207608809T>C) e
rs12034383 (1:9.207630250G>A) estdo associados com protecdo ao PF em
heterozigose ou homozigose conjunta dos seus alelos menos comuns.

e O SNP rs12034383 (1:9.207630250A) também apresentou uma tendéncia de
associacdo com a susceptibilidade ao desenvolvimento generalizado de
lesbes.

e Os haplotipos *1.3B2B (GCATCTACA) e *3B2B (GTATCTACA), contendo 0s
alelos que codificam p.1408M e p.1590K, estdo associados com a protecao
ao PF.

¢ Na&o houve associagao entre os haplotipos, com a distribuicdo das lesées.

e Tratamento com corticoide esta associado com o aumento das concentracées
séricas de sCR1.

e A distribuicdo localizada das lesdes esta associada com as maiores
concentragfes de sCR1, possivelmente devido ao seu papel anti-inflamatorio.

e Polimorfismos de CR1 e a concentragdo de sCR1 no soro alteram a

susceptibilidade ao PF e, possivelmente, a expressao clinica da doenca.
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APENDICE

Figura 10: Desequilibrio de ligacao entre polimorfismos comuns do gene CR1 em populacgdes do projeto HapMap.
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(A) populacé@o europeia, (B) africana.LEGENDA: Em vermelho brilhante, desequilibrio de ligagdo absoluto (D’=1) e
significativo, em azul, D'=1, porém n&o significativo; tonalidades de vermelho-claro/rosa indicam D’<1, significativo;
branco: D’<1, nao significativo.Os polimorfismos estudados estdo destacados na figura FONTE: dados extraidos do
projeto HapMap (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov), e avaliados pelo programa Haploview 4.2.
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Tabela 5: Frequéncia alélica dos SNPs de CR1 selecionados
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SNP NG_007481.1 Localizacéo Frequéncia do alelo menor (%)

AFR AMR ASN EUR
rs6656401 g.27577A>G Intron 4 A: 0 A: 8 A:3 A 4
rs3849266 g.88518C>T Intron 21 T:5 T:33 T:39 T:36
rs2274567 0.89149A>G Exon 22 G:26 G:30 G:23 G:14
rs3737002 0.96301C>T Exon 26 T:5 T:33 T:39 T:36
rs11118131 0.96724C>T Intron 26 T:22 T:29 T:24 T:14
rs11118167 0.117682T>C Intron 28 C:1 C:26 C:20 C:14
rs17047660 0.118384A>G Exon 29 G:23 G:2 G:0 G:0
rs4844610 g.138080A>C Intron 37 A:0 A7 A3 A7
rs12034383 0.139123G>A Intron 37 A:13 G:43 A:43 G:25

NOTA: Para a frequéncia populacional, utilizaram-se dados do projeto HapMap para as seguintes
populagbes: Africanos (populacdo Yoruba) (AFR), Americano miscigenado (AMR), Leste da Asia
(ASN), Europeu (populagéo ibérica) (EUR). FONTE: Frequéncias de alelos na populagéo retirado do
navegador gendmico Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) , demais dados fornecidos pelo
autor. NCBI Reference Sequence: NG_007481.1.

Tabela 6: Caracterizacdo da amostra de controles e pacientes para a andlise dos niveis séricos da

proteina CR1.

Codigo do Quadro .

- Sexo Idade Sl Leséo Tratamento
024JCM M 62 Controle

043MLP F 60 Controle

068NBP F 58 Controle

074KAB F 44 Controle

099ABB F 41 Controle

331LAO F 32 Controle

369GAC M 27 Controle

393ARS F 55 Controle

410ERA M 43 Controle

423AEV F 20 Controle

434ACB F 36 Controle

439FSC M 21 Controle

464TDF F 28 Controle

465JSJ F 21 Controle

469MCM F 20 Controle

4770VU M 55 Controle

480LCO F 24 Controle

616SFY F 27 Controle



C630ILB
C635AAT
C665HCF
C688SBA
C689EGB
C690AXA
C691AXU
C692LHF

CP465NGP

P243ERS
P242NRS
P307LRS

P360JIS
P362BCP
P376GOC

P377IYY
P378YHP
P380MQJ
P392KEB
P229MFF
P266RMS
P352UDS
P357MAF
P363KHP
P367ABP
P369JCC
P384APK
P391XQG
P325CEA
P362BCP

P414AIK
P415KGM

PK253EVM

P394XSE
P281FGS
P295EMS
P296ESA
P342GVN
P349CPP
P353JME

S mm T T T T T T T T 21T 7NN Z2 1T 2022 0TMm 2 10m I TOmZIZIZ2 2T

74
68
33
43
26
51
37
66
46
70
42
30
34
53
52
48
51
17
38
52
29
14
55
13
22
30
52
15
48
54
28
36
62
47
47
34
54
56
35
68

Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
PF inativo
PF inativo
PF inativo
PF inativo
PF inativo
PF inativo
PF inativo
PF inativo
PF inativo
PF inativo
PF inativo
PF inativo
PF inativo
PF inativo
PF inativo
PF inativo
PF inativo
PF inativo
PF ativo
PF ativo
PF ativo
PF ativo
PF ativo
PF ativo
PF ativo
PF ativo
PF ativo
PF ativo
PF ativo
PF ativo

PF ativo

s.l.
Generalizada
S.i.
Generalizada
Generalizada
S.i.

S.i.

S.i.

S.i.
Generalizada
Localizada
Generalizada
Generalizada

Localizada
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P357MAF M 52 PF ativo S.i. 20 mg
P362BCP F 54 PF ativo Generalizada 50 mg
P363KHP F 12 PF ativo Generalizada 10 mg
P364INS M 18 PF ativo Localizada 5mg
P368A0S F 38 PF ativo Generalizada 30 mg
P371ASS F 42 PF ativo Generalizada 20 mg
P373ITS F 44 PF ativo Generalizada 20 mg
P374JBS M 60 PF ativo Generalizada 20 mg
P379FPS F 25 PF ativo Generalizada 30 mg*
P380MQJ F 16 PF ativo Generalizada 2,5mg
P381VFS M 38 PF ativo Generalizada 40 mg
P385BXI M 12 PF ativo S.i. 40 mg
P389DVC M 17 PF ativo S.i. 35 mg
P395KEG M 68 PF ativo Localizada 10 mg
P396NMK F 31 PF ativo Generalizada 60 mg
P397KWV M 74 PF ativo Generalizada 50 mg
P398HKU F 49 PF ativo Generalizada 10 mg
P399LAF M 33 PF ativo Generalizada 20 mg
P4070EV M 32 PF ativo Generalizada 20 mg
P408NKP M 29 PF ativo Generalizada 5mg
P411WDS M 32 PF ativo Generalizada 50 mg
P420FRW M 46 PF ativo Localizada S.i.
LEGENDA: s.i. = sem informacéo, s.I. = sem les&o, s.t. = sem tratamento, c.t. = com tratamento,

*medicamento deflasacort.



Tabela 7: Andlises de associacao e frequéncias alélicas, genotipicas e de portadores para os SNPs de CR1
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rs6656401 rs3849266 rs2274567
Pacientes  Controles Pacientes Controles Pacientes  Controles
OR 95% IC P OR 95% IC P OR 95% IC P
n % n % n % n % n % n %
Total GG 190 83,0 145 81,0 Ref. Total CC 104 54,2 66 48,5 Ref. Total GG 13 6,8 11 8,1 Ref.
EU 115 816 84 77,1 Ref EU 59 53,2 40 47,6 Ref. EU 6 54 6 7,1 Ref.
AF 75 852 61 87,1 Ref. AF 45 556 26 50,0 Ref. AF 7 8,6 5 9,6 Ref.

Total GA 37 16,2 32 179 0,88 0,52-1,48 0,690 Total CT 78 40,6 63 463 0,79 050-1,24 0,301 Total GA 73 38,0 44 324 140 0,58-3,40 0,495
EU 24 170 23 21,1 0,76 0,40 - 1,44 0,418 EU 48 432 38 452 0,86 0,48-154 0,655 EU 43 38,7 28 333 153 0,45-5,24 0,537
AF 13 14,8 9 12,9 1,17 0,47 - 2,93 0,819 AF 30 370 25 481 069 0,34-1,42 0,362 AF 30 37,0 16 30,8 1,34 0,36-4,9 0,741

Total AA 2 0,9 2 1,1 0,76 0,10 - 5,48 1 Total TT 10 5.2 7 52 091 0,33-2,50 1 Total AA 106 552 81 596 1,10 0,47-2,60 0,830
EU 2 1,8 2 1,4 0,73 0,10 - 5,29 1 EU 4 3,6 6 71 045 0,12-1,70 0,317 EU 62 559 50 595 1,24 0,38-4,08 0,767
AF 0 0,0 0 0,0 081 0,02-41,65 1* AF 6 7,4 1 19 347 0,39-30,40 0,411 AF 31 543 44 586 1,01 0,29-3,49 1,000

Total G 417 91,1 322 899 1,14 0,71-1,82 0,630 Total C 286 745 195 71,7 1,15 0,81-1,63 0,47 Total G 99 258 66 243 1,08 0,76-1,55 0,72
EU 254 90,1 191 87,6 1,28 0,73 -2,25 0,391 EU 166 74,8 118 70,2 1,26 0,80-1,97 0,358 EU 55 248 40 238 1,05 0,66-1,68 0,905
AF 163 92,6 131 93,6 0,86 0,35-2,08 0,83 AF 120 74,14 77 74,0 1,00 0,57-0,76 1 AF 44 27,2 26 250 1,12 0,64-1,96 0,78

Total A 41 9,0 36 10,1 0,88 0,55-1,41 0,630 Total T 98 255 77 283 087 061-1,23 0,474 Total A 285 74,2 206 75,7 092 0,64-1,32 0,715
EU 28 9,9 27 12,4 0,78 0,45 - 1,37 0,391 EU 56 252 50 29,8 0,80 0,51-1,25 0,358 EU 167 75,2 128 76,2 0,95 0,59-1,51 0,905
AF 13 7,4 9 6,4 1,16 0,48 - 2,80 0,826 AF 42 259 27 260 100 0,57-1,75 1 AF 118 72,8 78 750 0,89 051-1,57 0,776

Total G+ 227 99,1 177 989 156 0,21-11,21 1 Total C+ 182 94,8 129 949 0,99 0,37-2,66 1 Total G+ 86 448 55 404 1,19 0,76-1,86 0,497
EU 139 98,6 107 98,2 0,76 0,40 - 1,40 0,430 EU 107 96,0 78 929 206 056-754 0,333 EU 49 44,1 34 40,5 1,16 0,65-2,06 0,662
AF 88 1000 70 100,0 1,25 0,02 -64,06 1* AF 75 926 51 98,1 0,25 0,03-2,10 0,246 AF 37 457 21 404 124 0,61-251 0,593

Total A+ 39 170 34 19,0 0,87 0,52 -1,45 0,696 Total T+ 88 458 70 515 080 051-1,24 0,370 Total A+ 179 93,2 125 919 121 0,52-2,79 0,671
EU 26 184 25 229 1,30 0,18 - 9,37 1 EU 52 46,9 44 524 080 045-1,41 0,472 EU 105 946 78 929 135 0,42-4,33 0,765
AF 13 14,8 9 129 1,17 0,47 - 2,93 0,819 AF 36 444 26 500 080 040-1,61 0,590 AF 74 914 47 904 1,12 0,61-251 0,594

Total H.W. 0,89 0,87 Total H.W. 0,34 0,10 Total H.W. 0,93 0,16
EU 0,57 0,77 EU 0,12 0,45 EU 0,68 0,46
AF 0,45 0,57 AF 0,75 0,07 AF 0,57 0,20




Tabela 7: Andlises de associacao e frequéncias alélicas, genaotipicas e de portadores para os SNPs de CR1
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rs3737002 rs11118131 rs11118167
Pacientes Controles Pacientes Controles Pacientes Controle
OR 95% IC P OR 95% IC P S OR 95% IC P
n % n % n % n % n % n %
Total CC 130 60,8 67 453 Ref. Total CC 128 59,3 93 63,3 Ref. Total CC 4 2,0 2 1,5 Ref.
EU 73 584 35 39,3 Ref EU 75 595 55 625 Ref. EU 4 3,6 1 1,3 Ref.
AF 57 64,0 32 54,2 Ref. AF 53 58,9 38 64,4 Ref. AF 0 0,0 1 1,8 Ref.

Total CT 71 332 68 46,0 054 0,35-0,84 0,006 Total CT 73 338 44 299 120 0,76-1,91 0,485 Total CT 58 294 35 26,1 0,83 0,14 - 4,76 1
EU 43 344 43 483 048 0,27-0,86 0,018 EU 42 33,3 28 31,8 1,10 0,61-1,99 0,770 EU 38 339 24 304 0,39 0,04 - 3,76 0,643
AF 28 315 25 424 063 0,31-1,25 0,217 AF 31 344 16 27,1 1,39 0,67-2,89 0,462 AF 20 235 11 20,0 492 0,19-130,37 0,375*

Total TT 13 61 13 88 051 0,23-1,17 0,129 Total TT 15 69 10 68 1,09 0,47-253 1 Total TT 135 685 97 724 0,70 0,12 - 3,87 1
EU 9 72 11 124 0,39 0,15-1,03 0,070 EU 9 7,1 5 57 132 0,42-4,16 0,778 EU 70 625 54 684 0,32 0,03 - 2,98 0,393
AF 4 4,5 2 34 1,12 0,19-6,47 1 AF 6 6,7 5 85 086 0,24-3,03 1,000 AF 65 76,5 43 78,2 4517 0,18-113,46 0,403*

Total c 33 773 202 68,2 159 1,14-221 0,01 Total C 329 76,2 230 78,2 0,88 0,62-1,27 0,53 Total C 66 16,8 39 14,6 1,18 0,77 -1,82 0,45
EU 189 75,6 113 63,5 1,78 1,17-2,71 0,007 EU 192 76,2 138 78,4 0,88 0,55-1,40 0,641 EU 46 205 26 16,5 1,31 0,77 - 2,23 0,353
AF 142 798 89 754 1,28 0,74-2,24 0,39 AF 137 76,1 92 78,0 0,90 0,52-1,57 0,78 AF 20 11,8 13 11,8 0,99 0,47 - 2,09 1

Total T 97 22,7 94 31,8 0,63 0,45-0,88 0,007 Total T 103 238 64 21,8 1,12 0,79-1,60 0,530 Total T 328 83,3 229 855 0,85 0,55-1,30 0,451
EU 61 244 65 36,5 056 0,37-0,85 0,007 EU 60 238 38 216 1,14 0,71-1,80 0,641 EU 178 79,5 132 835 0,35 0,04 - 3,16 0,400
AF 36 202 29 246 0,78 045-1,36 0,392 AF 43 239 26 22,0 1,11 0,64-1,93 0,779 AF 150 88,2 97 88,2 1,00 0,48 -2,11 1

Total C+ 201 939 135 91,2 1,49 0,67-3,31 0,408 Total C+ 201 93,1 137 93,2 0,98 0,43-224 1 Total C+ 62 315 37 276 1,20 0,74 - 1,95 0,466
EU 116 928 78 87,6 1,82 0,72-4,59 0,240 EU 117 929 83 943 0,78 0,25-2,42 0,783 EU 42 375 25 31,7 1,30 0,70- 2,38 0,443
AF 85 955 57 96,6 0,75 0,13-4,20 1 AF 84 933 54 915 1,30 0,38-4,46 0,753 AF 20 235 12 21,8 1,10 0,49 - 2,48 0,840

Total T+ 84 393 81 54,7 053 0,35-0,82 0,003 Total T+ 88 40,7 54 36,7 1,18 0,77-1,82 0,446 Total T+ 193 98,0 132 985 0,73 0,13 - 4,05 1
EU 52 416 54 60,7 046 0,26-0,80 0,008 EU 51 405 33 375 1,13 0,65-1,98 0,672 EU 108 96,4 78 98,7 0,35 0,04 - 3,16 0,406
AF 32 360 27 458 0,66 0,34-1,30 0,303 AF 37 411 21 356 1,26 0,64-249 0,606 AF 85 1000 54 982 4,71 0,19-117,63 0,392*

Total H.W. 0,43 0,47 Total H.W. 0,31 0,14 Total H.W. 0,44 0,56
EU 0,45 0,69 EU 0,36 0,57 EU 0,68 0,35
AF 0,81 0,27 AF 0,62 0,11 AF 0,22 0,76




Tabela 7: Andlises de associacao e frequéncias alélicas, genaotipicas e de portadores para os SNPs de CR1
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CONCLUSAO
rs17047660 rs4844610 rs12034383
Pacientes  Controles Pacientes  Controles Paciente Controles
OR 95% IC P OR 95% IC P S OR 95% IC P
n % n % n % n % n % n %
Total AA 177 89,9 129 96,3 Ref. Total CC 159 81,1 114 81,4 Ref. Total GG 58 296 35 250 Ref.
EU 106 946 78 98,7 Ref. EU 92 786 66 795 Ref. EU 31 26,5 18 21,7 Ref.
AF 71 83,5 51 92,7 Ref. AF 67 84,8 48 84,2 Ref. AF 27 342 17 29,8 Ref.

Total AG 20 10,2 5 3,7 2,91 1,07 -7,96 0,034 Total CA 35 179 25 17,9 1,00 0,57-1,77 1 Total GA 90 459 73 52,1 0,74 044-125 0,294
EU 6 54 1 1,3 441 052-37,42 0,243 EU 23 19,7 16 19,3 1,03 0,50-2,10 1 EU 56 479 43 51,8 0,76 0,37-1,53 0,481
AF 14 16,5 4 7,3 251 0,78-8,08 0,129 AF 12 15,2 9 158 0,95 0,37-2/45 1 AF 34 430 30 526 0,71 0,33-1,56 0,430

Total GG O 0 0 0 Total AA 2 1,0 1 0,7 1,43 0,13-16,00 1 Total AA 48 245 32 229 090 049-1,67 0,757
EU 0 0 0 0 EU 2 1,7 1 1,2 143 0,13-16,15 1 EU 30 256 22 265 0,79 0,36-1,76 0,684
AF 0 0 0 0 AF 0 0,0 0 0,0 0,72 0,01-36,85 1 AF 18 22,8 10 17,5 1,13 0,42-3,03 1

Total G 20 51 5 1,9 2,81 1,04 - 7,59 0,04 Total C 353 90,1 253 90,4 0,9 0,58-1,61 1 Total G 206 52,6 143 51,1 1,06 0,78-1,44 0,75
EU 6 2,7 1 06 432 051-36,25 0,247 EU 207 885 148 892 093 049-1,75 0,873 EU 118 50,4 79 476 1,12 0,75-1,67 0,612
AF 14 8,2 4 3,6 2,38 0,76 - 7,42 0,14 AF 146 92,4 105 92,1 1,04 0,42-2,56 1 AF 88 55,7 64 56,1 0,98 0,60-1,59 1

Total A 374 949 263 98,1 0,35 0,13-0,96 0,037 Total A 39 10,0 27 95 1,04 0,62-1,74 1 Total A 186 47,5 137 499 094 0,69-1,28 0,754
EU 218 97,3 157 99,4 0,23 0,03-1,94 0,247 EU 27 115 18 10,8 1,07 057-202 0,873 EU 116 496 87 534 089 060-1,33 0,612
AF 156 91,8 106 96,4 0,42 0,13-1,31 0,142 AF 12 7,6 9 79 09 0,39-2,36 1 AF 70 443 50 439 1,02 0,63-1,65 1

Total G+ 20 10,2 5 3,7 2,91 1,06-7,97 0,034 Total C+ 194 99,0 139 99,3 0,70 0,06-7,77 1 Total G+ 148 755 108 77,1 091 0,55-1,52 0,795
EU 6 54 1 1,3 4,41 0,52 -37,42 0,246 EU 115 98,3 82 988 0,70 0,06-7,86 1 EU 87 744 61 735 1,04 0,55-1,98 1
AF 14 16,5 4 7,3 2,51 0,78 - 8,08 0,129 AF 79 100,0 57 100,0 1,39 0,03-70,71 1* AF 61 77,2 47 825 0,72 0,30-1,71 0,523

Total A+ 197 100,0 134 100,0 1,47 0,03 -47,46 1* Total A+ 37 189 26 186 1,02 0,58-1,78 1 Total A+ 138 70,4 105 750 0,79 0,48-1,29 0,388
EU 112 100,0 79 100,0 1,42 0,03-72,07 1* EU 25 214 17 20,5 1,06 0,53-2,10 1 EU 86 735 65 783 0,77 0,39-1,49 0,506
AF 85 1000 55 100,0 1,54 0,03-78,78 1* AF 12 15,2 9 158 0,95 0,37-2,45 1 AF 52 658 40 70,2 082 0,39-1,70 0,711

Total HW 0,45 0,83 Total H.W. 0,96 0,77 Total H.W. 0,27 0,61
EU 0,77 0,95 EU 0,69 0,98 EU 0,64 0,72
AF 0,41 0,78 AF 0,46 0,52 AF 0,25 0,60

LEGENDA: AF = Afro-brasileiros; EU = Euro-brasileiros; n = ndmero de alelos ou individuos; OR = odds ratio; IC = intervalo de confian¢a; Ref. = utilizado como referéncia; P =

valor de p. NOTA: Valores em negrito indicam significancia com valor de p fixado em 0.05. HW = Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabela 8: Analises estratificadas para os SNPs epistaticos de CR1 em EU

Pacientes Controles
rs11118167 rs12034383 n % n % OR IC

C+ A+ 24 92,31 28 93,33 0,86 0,11 - 6,55 1
C+ GIG 2 7,69 2 6,67

TIT A+ 55 83,33 29 72,50 1,90 0,73-4,90 0,220
T/T GIG 11 16,67 11 27,50

C+ G+ 36 90,00 16 80,00 2,25 0,50 -10,14 0,422
C+ AlIA 4 10,00 4 20,00

TIT G+ 42 63,64 29 72,50 0,66 0,28 —1,56 0,399
T/T AlIA 24 36,36 11 27,50

C+ A+ 24 30,38 28 49,12 0,44 0,22 - 0,88 0,022
TIT A+ 55 69,62 29 50,88

C+ GIG 2 15,38 2 15,38 1 0,12 - 8,42 1
T/T GIG 11 84,62 11 84,62

C+ G+ 36 46,15 16 35,56 1,55 0,73-3,31 0,263
T/T G+ 42 53,85 29 54,44

C+ AIA 4 14,29 4 26,67 0,23 0,04 -1,44 0,168
T/T AlIA 24 85,71 11 73,33

TIC A+ 23 63,89 18 94,74 0,10 0,01 - 0,82 0,020
T/C GIG 13 36,11 1 5,26

LEGENDA: n = nimero de alelos ou individuos; OR = odds ratio; IC = intervalo de confianca; P =
valor de p. NOTA: Valores em negrito indicam significancia com valor de p fixado em 0,05. As
quatro primeiras comparacdes foram estratificadas de acorda com o genétipo do rs12034383,
e as ulitmas cinco comparacgdes foram estratificadas de acordo com o genétipo do rs11118167.



Tabela 9- Andlises de associacgdes e frequéncias dos haplotipos formados pelos 2 SNPs epistaticos de CR1 (rs11118167- rs12034383).
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Total EU AF
Paciente Controle OR IC p Paciente Controle OR IC p Paciente Controle OR IC =
Haplétipo n % n % n % % n % n %
CA 10 2,89 9 3,60 0,78 0,31-1,99 0,643 | 5 2,53 8 556 0,44 0,14 - 1,37 0,163 | 5 338 1 094 3,67 0,42 - 31,89 0,252
CG 43 12,43 31 12,40 1 0,61-1,64 1,000 |30 15,15 18 12,50 1,25 0,67 -2,34 0,53 |13 8,78 13 12,26 0,69 0,30 - 1,55 0,405
TA 157 45,38 124 49,60 0,84 0,61-1,17 0,319 |97 48,99 77 5347 0,84 0,54 -1,28 0,444 |60 4054 47 44,34 0,86 0,52 -1,42 0,607
TG 136 39,31 86 34,40 1,23 0,88-1,73 0,23 |66 3333 41 28,47 1,26 0,79 - 2,00 0,35 |70 47,30 45 4245 1,22 0,74-2,01 0,52

LEGENDA: AF = Afro-brasileiros; EU = Euro-brasileiros; n = namero de alelos ou individuos; OR = odds ratio; IC = intervalo de confianca; P = valor de p. NOTA:
Valores em negrito indicam significaAncia com valor de p fixado em 0,05. As andlises foram realizadas utilizando a soma de todos os outros haplétipos como

referéncia.
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Tabela 10: Andlises de associa¢cfes e frequéncias dos haplétipos formados pelos 9 SNPs de CR1 (rs6656401, rs3849266, rs2274567, rs3737002,
rs11118131, rs11118167, rs17047660, rs4844610 e rs12034383).

Total EU AF
Pacientes  Controles OR Ic p Pacientes  Controles OR Ic p Pacientes  Controles OR Ic )
Haplétipo n % n % n % n % n % n %

ACACCTAAG 37 10,69 23 9,20 1,18 0,68 - 2,04 0,583 |24 12,12 15 10,42 1,19 0,50 - 2,35 0,731 |13 878 8 7,55 1,18 0,47 - 2,95 0,819
GCACCCACA 1 029 0 0,00 2217 0,09 - 53,62 1* 1 051 0 0,00 219 0,09 - 54,27 1* 0 - 0
GCACCTACA 74 21,39 42 16,80 1,35 0,88 - 2,05 0,174 |46 23,23 25 17,36 1,44 0,84 -2,48 0,224 |28 18,92 17 16,04 1,22 0,63 - 2,37 0,619
GCACCTACG 45 13,01 34 13,60 0,95 0,59 -1,53 0,903 |22 11,11 14 9,72 1,16 0,57 - 2,35 0,724 |23 1554 20 18,87 0,79 0,41 - 1,53 0,501
GCACCTGCA 2 058 0 0,00 3,63 0,17 - 76,06 0,512 |1 0,51 0,00 2,19 0,09 - 54,27 1* 068 0 000 217 0,09 - 53,69 1*
GCACCTGCG 13 3,76 6 2,40 1,59 0,59 - 4,23 0,480 2,02 1,39 1,46 0,26 - 8,10 1,000 6,08 4 3,77 165 0,49 -5,51 0,566
GCATCTACA 1,16 10 4,00 0,28 0,09 - 0,90 0,029 | 3 1,52 6,25 0,23 0,06 - 0.87 0,033 068 1 094 0,71 0,04 - 11,55 1,000
GCGCCTACG 7 2,02 2 0,80 2,56 0,53-12,43 0,316 | 2 1,01 0,00 3,68 0,17 - 77,17 0,511 338 2 189 182 0,35-9,55 0,703
GCGCTCACG 43 12,43 31 12,40 1,00 0,61-1,62 1,000 {30 15,15 18 12,50 1,25 0,67 - 2,34 0,531 |13 8,78 13 12,26 0,69 0,30 - 1,55 0,405
GCGCTTACG 34 983 21 840 1,19 0,67 - 2,10 0,570 |14 7,07 10 6,94 1,02 0,44 - 2,36 1,000 (20 13,51 11 10,38 1,35 0,62 - 2,95 0,561
GTACCTACA 15 434 8 320 1,37 0,57 - 3,28 0,525 | 9 455 347 1,32 0,43 - 4,04 0,784 | 6 4,05 283 145 0,35-5,94 0,739
GTATCCACA 9 260 9 360 0,71 0,28 - 1,83 0629 |4 202 8 556 0,35 0,10-1,19 0133 | 5 338 1 094 3,67 0,42 - 31,89 0,252
GTATCTACA 62 17,92 64 2560 0,63 0,43 - 0,94 0,025 |38 19,19 38 26,39 0,66 0,40-1,10 0,147 |24 16,22 26 24,53 0,59 0,32-1,11 0,111

LEGENDA: AF = Afro-brasileiros; EU = Euro-brasileiros; n = namero de alelos ou individuos; OR = odds ratio; IC = intervalo de confianca; P = valor de p. NOTA:
Valores em negrito indicam significaAncia com valor de p fixado em 0,05. As andlises foram realizadas utilizando a soma de todos os outros haplétipos como

referéncia.
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ANEXOS

ANEXO 1 - FICHA DE AVERIGUACAO - PENFIGO

CODIGO DO N° DO DATA DA _
INDIVIDUO PRONTUARIO LOCAL AVERIGUAGAO ~ AVERIGUADOR

Material coletado

Biopsia de pele. (1) Sim (2) Nao.
Sangue periférico: (1) Sim (2) Nao.
Volume total ml.
Volume em heparina ml.
Volume em EDTA para DNA ml, para células ml.
Volume em ativador de coagulag&o (para soro) ml.

1) IDENTIFICAGAO

Nome:
Sexo: (1) Masculino (2) Feminino
Estado civil: (1) solteiro(a) (4) divorciado(a)
(2) casado(a) (5) Outros:
(3) viavo(a)
Data de nascimento: / / Municipio: UF:
Endereco: CEP:
Telefone: (__)
Municipio: UF: Préximo a:
Nome, telefone e endereco de pessoa para contato:

Municipios onde residiu:

Municipio Tempo de | Exposicdo a (usar os cédigos | Obs.
residéncia abaixo e especificar para
cada exposicéo):

Cddigo: (1) Animais, (2) Insetos, (3) Lavouras, (4) Rios

Grupo étnico:

(1) Branco (5) Negro Obs.:

(2) Mulato-claro (6) Indigena

(3) Mulato-médio (7) Oriental

(4) Mulato-escuro (8) Branco brasileiro

Escolaridade: anos completos de estudo

Grau de instrucéo: (1) Analfabeto (5) Médio completo

(2) Fundamental incompleto (6) Superior incompleto
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(3) Fundamental completo (7) Superior completo

(4) Médio incompleto (8) Pés-graduacao
Histéria ocupacional:
Emprego/Ocupacéo Periodo Obs.

2) EXPOSICAO A AGENTES QUIMICOS (considerar: agrotéxicos, tintas, solventes...)

Agente Periodo Frequéncia (vezes por|Obs.
semana)

Tipo de habitagédo: (1) madeira (2) alvenaria  (3) mista  (4) Outros:
N° de comodos:

N° banheiros:

Saneamento basico: (1) Sim (2) Nao
Energia elétrica: (1) Sim (2) Nao
N° de pessoas que vivem na habitacéo:

3) HISTORIA FAMILIAR

Nome do pai:
Municipio de nascimento: UF:

Ascendéncia do pai: (1) européia (2) africana (3) indigena (4) oriental (5) Outros:
Cor de pele semelhante a sua? (1) Sim (2) Nao (se ndo, descrever)

Nome da mée:

Municipio de nascimento: UF:

Ascendéncia da mae: (1) européia (2) africana (3) indigena (4) oriental (5) Outros:
Cor de pele semelhante a sua? (1) Sim (2) Nao (se ndo, descrever)

Pais consanguineos (considerar mesmo se primos distantes)? (1) Sim (2) Nao (se sim,
descrever com heredograma, no verso)

Numero de irméos - total:

Numero de irmaos vivos:

Todos filhos dos mesmos pais? (1) Sim (2) Nao

Ordem de nascimento dos irmaos:

Quantas vezes engravidou / sua esposa engravidou?
Quantos filhos nasceram vivos?

Quantos filhos nasceram mortos?

Algum aborto (perca)?

Alguém na familia tem a mesma doenca? (1) Sim (2) Nao
Nome e grau de parentesco:




Caso haja algum caso, fazer o heredograma dos familiares (no verso)
A doenca foi semelhante a sua? (1) Sim (2) Nao

Caso néo seja semelhante, especificar abaixo a diferenca:
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4) ASPECTOS CLINICOS

LESOES
Apresenta leses no momento da coleta? (1) Sim (2) Nao
Regido do corpo: marcar os lugares em que ha lesdes ativas.

EVOLUCAO DAS LESOES
Municipio em que apareceu a lesdo primaria:

Idade: Ano: Més do ano em que apareceu:

A leséo se disseminou? (1) Sim (2) Ndo

Utilize os esquemas abaixo para mostrar: A) lesdo primaria; B) evolucdo em ordem
crescente (ex: 1 marca o lugar onde surgiram novas lesfes, 2 0 segundo e assim

sucessivamente). Utilizar a mesma chave numérica na tabela abaixo.

A O B O

Local (usar nimero colocado no esquema | Tempo apds lesdo primaria

acima)

1

2

3
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DIAGNOSTICO DEFINITIVO
Base do diagndstico: (1) Informacdes clinicas (2) Histopatoldgico (3) Imunohistoquimica
Pénfigo Vulgar ( ) Pénfigo Foliaceo ( ).

Local do diagnéstico - Instiuigao: Municipio: UF:

Informac@es adicionais sobre diagndstico:
(1) Informacdes clinicas:

(2) Histopatoldgico:

(3) Imunohistoquimica:

TITULACAO DE ANTICORPOS

Anticorpo Data Titulo

TRATAMENTO ATUAL DE PENFIGO

1- Prednisona ( ) Dose Posologia Inicio
2- Azatioprina ( ) Dose Posologia Inicio
3- Dose Posologia Inicio

TRATAMENTOS ANTERIORES DE PENFIGO

Medicamento | Dose |Via de | Posologia | Inicio Fim Melhora
administracéo (més/ano) (més/ano) |das

(usar codigo lesdes?

abaixo) (1) Sim

(2) Nao

Cddigo: (1) topico; (2) via oral; (3) via intravenosa
Houve interrupcao do tratamento? (1) Sim  (2) Nao

Interrupgdo no tratamento:

1- Prednisona ( ) Sim ( ) Ndo Tempo: Motivo:
2- Azatioprina () Sim ( ) Ndo Tempo: Motivo:
3- ()Sim ( ) Ndo Tempo: Motivo:




OUTROS MEDICAMENTOS

MEDICAMENTO

DOSE

VIA DE | POSOLOGIA

ADMINISTRACAO
(usar cédigo abaixo)

INICIO FIM (més/ano)
(més/ano)

Cadigo: (1) tépico; (2) via oral; (3) via intravenosa

OUTRAS DOENCAS:

DOENCA DATA DE DIAGNOSTICO |DATA DE CURA TRATAMENTO
HABITOS ALIMENTARES

Costuma ingerir (marcar todos que se aplica):

Alimento Frequéncia Quantidade OBS

(1) manga

(2) alho

(3) alho-poroé

(4) cebola

(5) &gua de poco/rio
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ANEXO 2- FICHA DE AVERIGUACAO - CONTROLES

CODIGO DO DATA DA _
INDIVIDUO LOCAL AVERIGUACAO AVERIGUADOR

Material coletado

Biopsia de pele. (1) Sim (2) Nao.
Sangue periférico: (1) Sim (2) Nao.

Volume total ml.

Volume em heparina ml.

Volume em EDTA para DNA ml, para células ml.
Volume em ativador de coagulag&o (para soro) ml.

1) IDENTIFICAGAO

Nome:
Sexo: (1) Masculino (2) Feminino
Estado civil: (1) solteiro(a) (4) divorciado(a)
(2) casado(a) (5) Outros:
(3) viavo(a)
Data de nascimento: / / Municipio: UF:
Endereco: CEP:
Telefone: (__)
Municipio: UF: Préximo a:
Nome, telefone e endereco de pessoa para contato:

Municipios onde residiu:

Municipio Tempo de | Exposicdo a (usar os coédigos | Obs.
residéncia abaixo e especificar para
cada exposicao):

Cadigo: (1) Animais, (2) Insetos, (3) Lavouras, (4) Rios

Grupo étnico:

(1) Branco (5) Negro Obs.:
(2) Mulato-claro (6) Indigena
(3) Mulato-médio (7) Oriental
(4) Mulato-escuro (8) Branco brasileiro
Escolaridade: anos completos
de estudo
Grau de instrugéo: (1) Analfabeto (5) Médio completo

(2) Fundamental incompleto (6) Superior incompleto
(3) Fundamental completo (7) Superior completo
(4) Médio incompleto (8) Pb6s-graduacgéo



Historia ocupacional:
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Emprego/Ocupacéo

Periodo

OBS

Exposicdo a agentes quimicos (considerar: agrotoxicos, tintas, solventes...)

Agente

Periodo

Frequéncia (vezes
por semana)

Obs.

Tipo de habitagédo: (1) madeira  (2) alvenaria

N° de coémodos:
N° banheiros:

Saneamento béasico: (1) Sim (2) Nao

Energia elétrica:

N° de pessoas que vivem na habitagdo:

(1) Sim  (2) N&o

(3) mista  (4) Outros:

2) HISTORIA FAMILIAR

Nome do pai:

Municipio de nascimento:
Ascendéncia do pai: (1) européia (2) africana (3) indigena (4) oriental (5) Outros:

UF:

Cor de pele semelhante a sua? (1) Sim (2) Nao (se ndo, descrever)

Nome da mae:

Municipio de nascimento:
Ascendéncia da mée: (1) européia (2) africana (3) indigena (4) oriental (5) Outros:

UF:

Cor de pele semelhante a sua? (1) Sim (2) Nao (se nao, descrever)

Pais consanguineos (considerar mesmo se primos distantes)? (1) Sim

descrever com heredograma, no verso)

NUmero de irmaos -

total:

NUmero de irmaos vivos:
Todos filhos dos mesmos pais? (1) Sim (2) Nao
Ordem de nascimento dos irmaos:

(2) Nao (se sim,

Quantas vezes engravidou / sua esposa engravidou?
Quantos filhos nasceram vivos?
Quantos filhos nasceram mortos?
Algum aborto (perca)?

Alguém na familia tem pénfigo? (1) Sim (2) Néo

Nome e grau de parentesco:

Caso haja algum caso, fazer o heredograma dos familiares (no verso)



3) MEDICAMENTOS

Toma algum medicamento?

(1) Sim (2) Nao
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MEDICAMENTO |DOSE VIA DE | POSOLOGIA |INICIO FIM
ADMINISTRACAO (més/ano) | (més/ano)
(usar cédigo
abaixo)

Cadigo: (1) tépico; (2) via oral; (3) via intravenosa

4) DOENGCAS

Tem ou teve alguma doenca? (1) Sim (2) Nao

DOENCA DATA DE | DATA DE CURA TRATAMENTO
DIAGNOSTICO

5) HABITOS ALIMENTARES
Costuma ingerir (marcar todos que se aplica):

Alimento Frequéncia Quantidade OBS

(1) manga

(2) alho

(3) alho-poré

(4) cebola

(5) &gua de poco/rio
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