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RESUMO

Pénfigo foliaceo (PF) é uma doenca autoimune e endémica no Brasil, caracterizada
pela presenca de autoanticorpos que reconhecem glicoproteinas dos queratindcitos,
levando a ativacdo do sistema complemento e resultando na formacgéo de bolhas. A
ficolina-3 (FCN3) reconhece residuos acetilados, possivelmente expostos durante o
processo acantolitico, e ativa a via das lectinas do complemento. Neste estudo, 105
amostras de pacientes com PF e 169 controles foram genotipados por PCR
sequéncia-especifica (PCR-SSP) para trés polimorfismos de FCN3: +1637delC no
exon 5 (rsb32781899), o qual causa uma alteracdo de quadro-de-leitura
(p.LeulO6SerfsTer65) e gera uma proteina truncada,
+3524 +3532del3532TATTTGGCC no intron 5 (rs28362807) e +4479C>A no intron
7 (rs4494157). Os niveis séricos da proteina foram mensurados em 68 controles por
ensaio ELISA. Identificaram-se seis haplotipos: CdelC, CinsA, CinsC, DelinsA,
DeldelC, DelinsC. A sua distribuicdo genotipica apresentou-se de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg. Apds correcdo para idade e grupo étnico, portadores
do haplétipo CinsA apresentaram-se associados com a resisténcia a doenca
(OR=0,44, p=0,007), assim como heterozigotos CdelC/CinsA (OR=0,49, p=0,028), e
houve associacdo entre homozigotos CdelC/CdelC e susceptibilidade a mesma
(OR=2,06, p=0,013). Observou-se também que individuos CinsA/CinsA apresentam
uma concentracdo maior de FCN-3 no soro que CDelC/CDelC e DelC/InsA (médias
38626 vs. 20233 ug/mL e 26211 pg/mL, respectivamente, p=0,015). A concentracéo
foi muito inferior nos individuos heterozigotos para a delecdo no exon 5 (C/del) do
que nos livres da delecéo (C/C), apresentando medianas de 2648 e 18320 ng/mL,
respectivamente (p=0,0014). Houve correlagcdo negativa entre FCN-3 e FCN-2
(Spearman R=-0,40, p=0,026) e também entre FCN-3 e MASP-3, um antagonista da
via (Spearman R=-0,50, p=0,002). Este é o primeiro trabalho a relatar uma
associacdo com haplotipos de variantes intrénicas de FCN3 com uma doenca. A
associacao pode ser devido a alteragdes no processamento do pré-mRNA, causada
pelas variacdes intrénicas que flanqueiam o exon 4, mas provavelmente ndo a um
efeito carona, uma vez que nédo foram encontrados polimorfismos ligados no grupo
afrodescendente. Logo, polimorfismos de FCN3 parecem regular a concentracéo da

proteina no soro e a susceptibilidade ao pénfigo foliaceo.
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1 INTRODUCAO

O termo pénfigo vem do grego pemphix, que significa bolha. Pénfigo é uma
doenca multifatorial e autoimune da epiderme, caracterizada por causar lesdes
bolhosas na pele e nas mucosas, devido parcialmente a presenca de autoanticorpos
que reconhecem glicoproteinas de adesdo celular nos desmossomos,
principalmente a desmogleina 1 (CULTON et al., 2008). Este reconhecimento leva a
ativacdo do sistema complemento e resulta na deposicdo de C3 em espacos
intercelulares e na perda de adesdo entre 0s queratindcitos, tal processo é
denominado acantdlise (AMAGAI et al., 1995). Existem dois tipos de pénfigo, o
pénfigo folidceo (PF) e pénfigo vulgar (PV). O pénfigo foliaceo ocorre no mundo
todo, porém o PF endémico é conhecido popularmente como fogo selvagem no
Brasil, devido ao ardor e calor provocado pela doenca (CULTON et al., 2008).

O sistema complemento pode ser ativado através de trés vias: a via classica,
iniciada por C1q; a via alternativa, iniciada por hidrolises espontaneas do fator do
complemento C3 ou do reconhecimento direto de properdina; e a via das lectinas,
iniciada pela MBL (lectina ligante de manose), colectina 11 ou ficolinas (MURPHY;
TRAVERS; WALPORT, 2010; ALI et al., 2012). As ficolinas sdo moléculas soluveis
do sistema imune inato que reconhecem residuos acetilados como a N-acetil-
glucosamina (GARRED et al., 2009). No ser humano existem trés tipos diferentes de
ficolinas, a ficolina-1 (M-ficolina), ficolina-2 (L-ficolina) e ficolina-3 (H-ficolina ou
antigeno Hakata), as quais sdo codificadas pelos genes: FCN1l, FCN2 ambos
localizados no cromossomo 9q34 e FCNS3, localizada no cromossomo 1p36.11,
respectivamente (GARRED et al.,, 2009). Todos os genes FCN sdo polimoérficos.
Variac6es no gene FCN3 podem conduzir a uma deficiéncia na producéo de ficolina-
3 e na ativacdo do sistema complemento e, além disso, podem causar um quadro
clinico de imunodeficiéncia (GARRED et al., 2009). Um dos polimorfismos
responsaveis por isto € o rs532781899, o qual representa uma dele¢do no exon 5,
que reduz drasticamente a concentracdo sérica de ficolina 3 (GARRED et al., 2009).

Em relacdo ao PF, até o momento, observou-se uma tendéncia a
susceptibilidade a doenca em individuos com niveis mais elevados de MBL (lectina

ligante de manose) e mais baixos da serina protease 2 associada a MBL (MASP-2),



evidenciando o papel da via das lectinas do complemento no desenvolvimento da
doenca (MESSIAS-REASON et al. 2007).
Neste trabalho, pretende-se investigar uma possivel associacdo entre o

polimorfismo do gene FCN3 e a susceptibilidade ao pénfigo foliaceo.

1.1 Justificativa

Embora polimorfismos que diminuam a expressao de proteinas do
complemento possam aumentar a susceptibilidade a doencas, também podem
proteger contra o agravamento de estados inflamatorios, caracteristicos de doengas
autoimunes. Com relacdo ao pénfigo foliaceo, até o momento, observou-se uma
tendéncia a susceptibilidade a doenca em individuos com niveis mais elevados de
MBL (lectina ligante de manose) e mais baixos da serina protease 2 associada a
MBL (MASP-2), evidenciando o papel da via das lectinas do complemento no
desenvolvimento da doenca (MESSIAS-REASON et al. 2007). Entretanto, estudos
de polimorfismos do gene FCN3 e o pénfigo folidceo ndo foram publicados até o

presente momento, justificando a realizacao deste estudo.

1.2 Objetivos

O objetivo deste estudo é investigar a existéncia de associacdo entre
polimorfismos do gene FCN3 e concentracbes séricas da ficolina-3 com a
suscetibilidade ao pénfigo foliaceo. Sendo assim, pretende-se:

1) Descrever as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas dos
polimorfismos rs532781899, rs28362807, rs4494157 em pacientes com pénfigo
folidceo e controles;

2) Comparar estas frequéncias com as descritas pelo projeto 1000Genomes e
HapMap;

3) Avaliar possiveis associacfes entre 0s genotipos e a concentracdo de
ficolina-3 nos controles;

4) Avaliar possiveis associacdes entre 0s genotipos, haplotipos e alelos e a

suscetibilidade ao pénfigo folidceo.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pénfigo foliaceo
2.1.1 Caracterizagao e formas clinicas

O termo pénfigo se refere a um grupo de doengas bolhosas autoimunes e
multifatoriais envolvendo a pele e mucosas. Ha dois tipos principais de pénfigo:
pénfigo vulgar (PV), no qual a acantdlise ocorre no estrato espinhoso suprabasal; e
pénfigo foliaceo (PF), com acantélise na camada granulosa subcornea (CULTON et
al., 2008). Estas doencas caracterizam-se pela formacédo de autoanticorpos contra
proteinas do desmossomo (JONES et al., 1984), estrutura importante para a adesao
celular, e pelo desprendimento das células da epiderme, processo chamado de
acantdlise. A perda de aderéncia intercelular pode ser vista com baixa ampliacdo em
uma imagem de microscopio eletrénico de varredura (Figuras 1A) (ALMEIDA, et al.,

2013). Os gqueratindécitos acantoliticos apresentam-se em uma forma irregular (Figura

1B). Com uma elevada ampliacdo, pode-se observar a ruptura das ligacdes
intercelulares epidérmicas (ALMEIDA, et al., 2013) (Figuras 2A e 2B).

Figura 1: A. Queratihécitos soltos sob baixa ampliacédo (x1.000). B. Detalhe de
um gueratinécito acantolitico (x 4.500).
FONTE: ALMEIDA, et al., 2013.
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Figura 2: A - Grandes ampliagé)es da ruptura de ligagbes intracelulares da

epiderme (x10.000 e 12.000) B - Separacao intercelular.
FONTE: ALMEIDA, et al., 2013.

Sendo assim, as proteinas-alvo dos autoanticorpos de PF e PV nos
desmossomos sdo as desmogleinas (AMAGAI et al.,, 1995). No PF, um dos
principais alvos é a desmogleina (dsg) 1, que é encontrada principalmente na
camada superficial da epiderme. Possivelmente, esta € uma das razdes por que as

lesBes epiteliais do PF séo superficiais (Figuras 3 e 4).

Figura 3: Lesdes de pénfigo folidceo.
FONTE: Cedida gentilmente pelo grupo do Laboratério de Genética Molecular Humana da
Universidade Federal do Parand.
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R Ve - . &
Figura 4: Lesdes avancadas de pénfigo folidceo.
FONTE: Pavoni, et al., 2003

A doenca pénfigo foliaceo apresenta duas formas clinicas, a esporadica,
também chamada de pénfigo de Cazenave, que exibe distribuicdo mundial, e a
endémica em determinadas éareas geograficas, denominada pénfigo foliaceo
endémico (PFE), ou fogo selvagem (apenas no Brasil) (CULTON et al., 2008). Esta é
a Unica doenca simultaneamente autoimune e endémica (CAMPBELL et al., 2001 ).
O PFE é clinicamente e histopatologicamente idéntico ao PF esporadico (STANLEY
et al., 1986).

O PF pode ser classificado em duas formas: a localizada e a generalizada. Na
forma localizada, as lesbes sdo vesiculas e pequenas bolhas, que se rompem
facilmente, deixando pequenas areas erosivas. Sdo comumente limitadas a face,
cabeca, pescoco e partes altas do tronco. A forma generalizada é caracterizada pela
disseminacdo das lesbes no tronco e nos membros, além da face e do couro
cabeludo (CAMPBELL et al., 2001; RIBEIRO et al., 2005 apud OLIVEIRA, 2015).

O quadro clinico pode ser classificado como agudo, crénico, recorrente e
curado. Casos agudos sdo aqueles com duragcdo de menos de 6 semanas; casos
cronicos sao os que duram mais de 6 semanas, e casos recorrentes sao 0s que
entram em remissao apdés o tratamento, mas recomecam depois de um tempo.
Casos curados ndo apresentam lesdes ou sorologia positiva, por no minimo 12
meses (RIBEIRO et al., 2005 apud OLIVEIRA, 2015).
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2.1.2 Distribuicéo e etiologia

O pénfigo foliaceo ocorre de forma esporadica no mundo, porém, no Brasil ele
ocorre de forma endémica, principalmente nos estados de Goias, Mato Grosso do
Sul, Parana, Sado Paulo e Minas Gerais, sendo também conhecido como fogo
selvagem. A doenca afeta criancas e jovens adultos frequentemente, sendo que o
pico de incidéncia é na segunda e na terceira décadas de vida e a propor¢do sexual
€ de 1.1 (AOKI et al., 2004 e DIAZ et al., 1989). A incidéncia mundial dos pénfigos é
de 0,75-5 casos/1.000.000 ao ano, variando entre os paises (GONCALVES, 2011).

Nenhum grupo racial ou étnico € isento do desenvolvimento da doenca; a
incidéncia do fogo selvagem esté relacionada principalmente com a ocupagdo em
areas rurais. I1sso ndo quer dizer que pessoas que vivem na cidade nunca poderiam
desenvolver essa doenca, porém isso € extremamente raro. Historicamente,
pacientes com pénfigo trabalharam ou viveram em &reas endémicas por meses ou
anos. A doenca atinge principalmente pessoas de baixa renda, que vivem em
moradias pobres, com infestacBes de roedores, com diversos insetos que picam,
pulgas, e ocasionalmente, outros insetos. Os moradores tém o habito de domesticar
animais e um saneamento precario. Além disso, a maioria dos portadores da doenca
vive e trabalha em areas rurais, proximo a rios e corregos (DIAZ et al., 1989).

A endemicidade esta presente em areas rurais da América do Sul, tendo sua
maior incidéncia no Brasil, e mesmo assim € uma doenc¢a muito negligenciada pela
saude publica. Isto aponta para existéncia de fatores ambientais nas regides
endémicas, o pico de incidéncia de novos casos de fogo selvagem ocorre no fim da
estacdo chuvosa, quando os insetos sdo mais abundantes. A maioria das pessoas
relata exposicdo massiva a picada de insetos, incluindo a de uma mosca preta
chamada borrachudo (Simulium pruinosum). A distribuicdo desse inseto se sobrepde
e coincide com a distribuicdo das areas endémicas. Na costa do Brasil, onde essa
espécie nao é encontrada, uma espécie diferente pertencente ao mesmo género é
encontrada, S. pertinax podendo exercer o mesmo papel do borrachudo (DIAZ et al.,
1989; LOMBARDI et al., 1992).

2.1.3 Tratamento

7

A administracdo de glucocorticosteréide € essencial para estabelecer o

controle da doenca durante o estagio agudo. No entanto, esse tratamento pode
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causar graves efeitos colaterais, incluindo a morte. Portanto, pacientes com pénfigo
precisam de remédios que possam substituir as drogas atuais. O desenvolvimento
de um tratamento que ndo envolva esteréides tem sido dificultado pela falta do pleno
entendimento dos mecanismos que causam a ruptura entre 0s queratinocitos e a
morte em pacientes com pénfigo. Portanto, avancos no conhecimento da patogenia
do pénfigo podem revelar novos alvos de tratamento e perspectivas terapéuticas
(GRANDO, 2011).

2.2 Componente genético do pénfigo foliaceo

Os fendtipos complexos das doencas multifatoriais séo resultantes dos efeitos
de muitos genes situados em diferentes loci, frequentemente combinados com o0s
fatores ambientais, e podem ser classificados em duas categorias. Como caractere
qualitativo, quando o fenétipo ocorre em apenas duas formas, dependendo de um
efeito de limiar para a sua expressao (caso de muitas malformacdes congénitas). E
como caractere quantitativo, apresentando mdultiplos fenétipos gradativos (como a
pressdo sanguinea). O ambiente também promove alteracdes como a ativacdo ou
desativacdo da expressdo dos genes, por mecanismos epigenéticos. Essas
mudanc¢as podem atenuar sintomas de doencas ou provocar seu desenvolvimento
(SNUSTAD e SIMMONS, 2008).

Existe um componente genético de susceptibilidade ao PF, pois é observada
agregacao familial e, desde 1989, sabe-se que alguns genes estdo associados a
susceptibilidade diferencial ao pénfigo folidceo endémico (DIAZ et al., 1989; PETZL-
ERLER e SANTAMARIA, 1989). Além da associacdo com genes HLA de classe I,
qgue foi a primeira descrita (MORAES et al.,, 1997; PAVONI et al., 2003; PETZL-
ERLER e SANTAMARIA, 1989), outros genes também ja foram estudados quanto a
susceptibilidade ao pénfigo foliaceo. Ja foram observadas associacbes com genes
para citocinas, IL4 e IL6 (PEREIRA et al., 2004), moléculas coestimuladoras de
linfécitos T, CD86 e CTLA4 (DALLA-COSTA et al.,, 2010) e moléculas co-
estimuladoras de células B, CD40, CD40L e BLyS (MALHEIROS e PETZL-ERLER,
2009). Genes para outras moléculas do sistema imune, assim como o0 gene para a
dsgl, ja foram estudados, mas nenhuma associacdo foi observada (KOHLER e
PETZL-ERLER, 2006; PAVONI et al., 2006; PETZL-ERLER e MALHEIROQOS, 2005;
PINCERATI et al., 2010; ROXO et al., 2003).
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2.4 Sistema complemento

O sistema complemento compde um dos principais mecanismos da resposta
imune inata contra agentes infecciosos e, além disso, € um importante efetor da
imunidade mediada por anticorpos. Dele, fazem parte mais de 35 proteinas
plasmaticas e de superficie celular capazes de reconhecer patégenos; diferenciar
tecidos saudaveis, restos celulares e células apoptoéticas; e atuar na manutencao da
homeostase  (BOLDT; GOELDNER; MESSIAS-REASON, 2012). Este
reconhecimento € realizado por proteinas potencialmente inativas, que se tornam
ativadas de forma estavel apos sua ligagdo aos padrbes moleculares associados a
patébgenos (PAMPs) ou a constituintes celulares alterados, desencadeando uma
cascata proteolitica que culmina com a destruicdo por lise osmotica do patdégeno e
ou da célula alterada, causando também a sua opsonizacdo e remocao por
fagocitose (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

O sistema complemento pode ser ativado através de trés vias: a via classica,
iniciada pela ligacdo de C1q na superficie do patégeno, na proteina C reativa ou em
complexos antigeno-anticorpo (Figura 5) (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010a).
A via alternativa é iniciada por hidrélises espontaneas do fator do complemento C3
ou do padrao de reconhecimento direto de properdina. J4 a via das lectinas é
iniciada pela atividade proteolitica desencadeada pelas serinas proteases (MASPSs)
associadas a lectina ligante de manose (MBL), colectinas (COLEC11) ou as ficolinas
(Ficolina-1, Ficolina-2 e Ficolina-3), as quais reconhecem padrdes de acucares/
residuos acetilados, presentes nos patégenos. A MBL era considerada a Unica
iniciadora da via. Porém, representantes da familia das ficolinas também a iniciam,
sendo que a ficolina utiliza as mesmas serinas proteases de MBL, para ativar o
sistema complemento. Além destas, a colectina 11 € capaz de ativar a via das
lectinas. (FUJITA, 2002; GARRED et al., 2009; ALl et al., 2012).
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Figura 5: Esquema das trés vias de ativacdo do Sistema Complemento.

NOTA: As serina proteases associadas as moléculas iniciadoras da via classica e das lectinas clivam
C4 e C2 em C4b2b, formando a enzima C3 convertase, que cliva C3 em C3a (uma anafilatoxina) e
C3b. C3b é depositado na superficie de patégenos e células alteradas, opsonizando-as. Também
forma a C5 convertase, que cliva C5 em Cbha (uma anafilatoxina) e C5b, cuja associa¢cdo com C6, C7
e C8 serve de sitio para polimerizacao de C9 e formacé@o do complexo de ataque a membrana (via
terminal do complemento). Este, uma vez associado a membranas celulares, promove a sua
destruicéo.

LEGENDA: PAMP: padrBes moleculares associados a patégenos; MBL: lectina ligante de manose;
MASP: serina protease associada a MBL; MAC: complexo de atague a membrana.

FONTE: Beltrame et al., 2015.

A cascata proteolitica desencadeada pelo processo de ativacao permite uma
grande amplificacdo e rapidez da resposta inflamatéria, pois cada ativacdo de um
elemento pré-formado pode gerar, rapidamente, mdultiplas enzimas e complexos
enzimaticos ativados. Os produtos da clivagem sequencial C3, C4 e C5 sdo capazes
de promover multiplos efeitos bioldgicos. As anafilatoxinas C3a e C5a sdo potentes
mediadores inflamatoérios, causando contragcdo da musculatura lisa e degranulagéao
de basdfilos e mastocitos, com liberacdo de histamina e outras substancias

vasoativas. Além disso, C5a € um potente fator quimiotatico para células fagociticas,
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levando a ativagdo e liberacdo de enzimas lisosssomais e radicais de oxigénio. Ja
C3b e C4b previnem a agregacdo de complexos imunes e promovem a sua
eliminacdo por meio de receptores em células fagociticas (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2008).

2.5 Complemento e Pénfigo

Nas lesGes epidérmicas de pacientes de pénfigo foliaceo, ocorre deposicéo
dos componentes Clq, C3 e C4 do sistema complemento (BYSTRYN et al., 1978,
KAWANA et al. 1988, apud OLIVEIRA). C1g é a molécula iniciadora da via classica,
reconhecendo os complexos formados por autoanticorpos. Todas as trés vias
também podem causar a deposi¢cdo de C3 e C4, e do complexo litico terminal C5b-9
(TLC). A deposicao deste complexo tem sido frequentemente observada no pénfigo
foliaceo, assim como no pénfigo vulgar (XIA et al. 1988; KAWANA et al. 1989, 1990;
LAPIERE et al. 1998; MESSIAS-REASON et al. 2011 apud OLIVEIRA). No caso da
via alternativa, isto foi verificado pela deteccao do fragmento de clivagem do fator B,
causada pela hidrolise espontanea de C3 (MESSIAS et al. 1989). Com relacéo a via
das lectinas, observou-se uma tendéncia a susceptibilidade a doenca em individuos
com niveis mais elevados de MBL (lectina ligante de manose) e mais baixos da
serina protease 2 associada a MBL (MASP-2) (MESSIAS-REASON et al. 2007).

2.6 Ficolinas

As ficolinas fazem parte do sistema imune inato e tém funcdo de
reconhecimento de moléculas no sistema complemento. Existem trés tipos diferentes
de ficolinas, a ficolina-1 (M-ficolina), ficolina-2 (L-ficolina) e ficolina-3 (H-ficolina ou
antigeno Hakata), as quais sdo codificadas pelos genes: FCN1, FCN2 e FCN3,
respectivamente. Filogeneticamente, a ficolina-3 € considerada a mais antiga. Todos
0os genes FCN sao polimérficos. Variagdes no gene FCN3 podem conduzir a uma
deficiéncia na producdo de ficolina-3 e na ativacdo do sistema complemento,
causando um quadro clinico de imunodeficiéncia (GARRED et al., 2009).

Ficolinas s&o proteinas multiméricas, constituidas por subunidades de 34-35

kDa. A Ficolina-3 (H-ficolina) é 48% homodloga a Ficolina-1 e 2 (M-ficolina e L-
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ficolina), enquanto estas ultimas sdo 80% homologas entre si (Figura 6). As ficolinas
1, 2 e 3 apresentam 326, 313 e 299 aminoécidos, respectivamente (GARRED et al.,
2009).
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Figura 6: Estrutura geral da ficolina 3 (H-ficolina) e comparagéo entre as proteinas
codificadas pelos genes FCN1, FCN2, FCN3.

NOTA: o peptideo sinal é codificado pelo exon 1, a porgao rica em cisteina e a cauda de colageno
pelos exons 2 e 3, a regido de pescoc¢o (‘linker”) pelo exon 4 e o dominio de FBG (similar a
fibrinogénio) pelos exons 5, 6, 7 e 8.

FONTE: THOMSEN et al., 2011.

As ficolinas compartilham alguns elementos estruturais, como um dominio N-
terminal que contém residuos de cisteina seguida por um dominio semelhante a
colageno e um dominio C-terminal, denominado FBG (similar a fibrinogénio), que
reconhece principalmente, residuos acetilados (SUGIMOTO et al. 1998). A estrutura
geral da ficolina é muito semelhante a da MBL, a qual também apresenta uma
sequéncia semelhante a colageno, e cujos oligbmeros sao formados pela reunido de
estruturas triméricas, composta por trés cadeias polipeptidicas idénticas. As ficolinas
sdo compostas por quatro ou mais trimeros unidos por ligacées de dissulfeto na
regido aminoterminal. No oligbmero, o dominio semelhante a coladgeno forma um
complexo com MASP proteases, que iniciam a cascata do complemento, depois que
o dominio de fibrinogénio interage com estruturas-alvo acetiladas (GARRED et al.,
2009).
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2.6.1 Ficolina-3

A ficolina-3 foi inicialmente identificada como antigeno Hakata, o qual é
reconhecido por um autoanticorpo no soro dos pacientes com lUpus eritematoso
sistémico. A presenca desses autoanticopos pode estar associada a essa doenca,
devido aos niveis baixos de ficolina-3 e a baixa atividade do sistema complemento
(GARRED et al., 2009).

A ficolina-3 é a mais abundante no soro e 0 mais potente ativador da via das
lectinas in vitro (MICHALSKI et al., 2015), é expressa principalmente no figado e nos
pulmbes e em menor quantidade no coracéo, rim, baco, pancreas, placenta e no
tecido cerebral (HUMMELSHOJ et al. 2008), e é considerada um importante fator do
sistema imune inato. Comparado com MBL e as outras ficolinas, a ficolina 3 (ficolina
H) tem maior capacidade de ativacdo do complemento e € altamente resistente a
colagenase bacteriana (HUMMELSHOJ et al., 2008). Também participa no processo
de eliminacdo de células apoptéticas tardias e desempenha um papel protetor contra
o desenvolvimento de autoimunidade (HONORE et al., 2007; KURAYA et al., 2005).
A concentracdo média da ficolina-3 no soro é de cerca de 18,4 pg/ml (KRARUP et
al., 2005). A deficiéncia de ficolina-3 est4 associada com hipocomplementemia,
lupus eritematoso sistémico (revisto por GARRED et al., 2009); e baixos niveis desta
proteina foram associados a enterocolite necrosante em neonatos prematuros
(SCHLAPBACH et al., 2010) e insuficiéncia cardiaca avancada (PROHASZKA et al.,
2013). Por outro lado, foi demonstrado que altas concentracdes de ficolina-3 sdo um
fator de risco independente para a perda do enxerto, ao realizar transplantes renais
(SMEDBRATEN et al., 2015).

2.6.2 O gene FCN3

O gene FCN3 apresenta 8 exons e esta localizado no cromossomo 1p36.11.
O gene é altamente conservado e apresenta cinco substituicdes ndo sinbnimas, com
frequéncias abaixo de 5%: p.Leul2Val, p.Leull7fs (que produz uma proteina
truncada, sem capacidade de ativacdo do complemento, e esta associada com
infec¢bes repetitivas - (HUMMELSHOJ et al., 2008; MUNTHE-FOG et al., 2009),
p.Thr125Ala, p.Glul66Asp e p.Val287Ala (HUMMELSHOJ et al., 2008) (Figura 7).
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Figura 7. Estrutura génica e polimorfismos do gene FCN3, relacionados aos
dominios da proteina.

NOTA: o SNP rs532781899 (+1637del) representa uma delecdo que causa uma mudanca no quadro
de leitura; o SNP rs28362807 caracteriza a delecdo ou a inser¢cdo de pares de bases (+3532del ou
+3532TATTTGGCC) e 0 SNP rs4494157 representa uma citosina ou uma adenina (+4479 C ou
+4479 A).

LEGENDA: Os exons estdo representados por retangulos numerados em preto, exons que codificam
0 mesmo dominio aparecem com cores similares (verde: exon que codifica regido aminoterminal rica
em cisteina, azul: exon que codifica dominio semelhante a colageno, laranja: exon que codifica o
dominio de fibrinogénio; exon 1 e 8 estdo acrescidos da regido ndo traduzida, em marrom); o exon 4,
0 qual estd sublinhado e destacado na cor azul clara é alternativo; os introns estédo indicados com a
numeracgdo vermelha e os SNPs investigados estdo apontados em vermelho. Os tamanhos dos exons
e introns ndo sao proporcionais. NCOL: colageno. FBG: dominio de fibrinogénio, UTR: ndo traduzido.
(adaptado de figura gentilmente cedida por Goeldner. 1.,2015)

2.6.3 Polimorfismos do gene FCN3

Entre os polimorfismos descritos para o gene FCN3, estd a delegéo
FCN3+1637delC (rs532781899) que ocorre no exon 5 e conduz a um deslocamento
do quadro de leitura, resultando numa antecipacdo do término da transcri¢cao
(HUMMELSHOJ et al.,, 2008). Essa mudan¢a do quadro de leitura provoca uma
alteracdo na composicdo de aminoacidos da extremidade C-terminal da proteina,
gue vai desde a posicdo do aminoacido 117 até o 180. Também gera um cédon de
parada precoce, dando origem, a principio,b a uma proteina truncada
(FCN3+1637delC_Leull7fs), faltando 182 aminoacidos da sequéncia do dominio de
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fibrinogénio (HUMMELSHOJ et al., 2008). Um trabalho conduzido em pacientes
imunodeficientes observou que heterozigotos FCN3+1637delC apresentavam cerca
de 50% dos niveis de ficolina-3 encontrados em pacientes sem a delecao
(MUNTHE-FOG et al., 2008). Esta mutacdo também foi investigada em mulheres
com cancer de ovario, no entanto ndo houve diferenca significativa entre pacientes e
controles referentes a FCN3+167delC (SZALA et al., 2013). O polimorfismo
rs4494157 (+4479C>A) do intron 7 ja foi investigado em 900 criancas
dinamarquesas de até 4 anos com infeccfes respiratorias, porém ndo se observou
uma associacdo (RUSKAMP et al., 2009).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Comité de ética

Este estudo foi aprovado pela CONEP (Comité Nacional de Etica em
Pesquisa), parecer 505.988, de 02/01/2014, sob o titulo “Genes e suas variagoes:
analise molecular, evolutiva e funcional, em populagdes e em doencas”. Todos os
pacientes foram informados dos objetivos da pesquisa e preencheram um Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

3.2 Pacientes e controles

As amostras consistem em individuos com pénfigo foliaceo e individuos sem
a doenca, doadores de sangue, considerados como controle. As amostras de DNA
utilizadas ja haviam sido coletadas e o DNA ja havia sido extraido através do método
de fenol-cloroférmio-alcool-isoamilico (MANIATIS et al., 1982, com adaptacdes) dos
pacientes e, no caso dos controles, por meio do kit comercial Wizard Genomic DNA
Purification (Promega, Madison, Wisconsin — Estados Unidos).

Ao total, foram avaliados 174 pacientes e 238 controles, sendo que as
amostras de sangue dos pacientes foram coletadas, principalmente, no Hospital
Adventista do Pénfigo em Campo Grande (MS) e as dos controles, no Centro de

Hematologia e Hemoterapia do Parand — HEMEPAR, em Curitiba (PR). As amostras
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foram descritas quanto a idade, sexo, origem étnica, principal ocupacédo, local de
coleta, municipio de nascimento e municipio de residéncia dos individuos.

Dentre os controles e os pacientes, as amostras foram subdivididas em dois
grupos: (1) Euro-descendentes (com base em frequéncias alélicas de HLA, estes
apresentam um componente africano subsaariano médio de 9% e amerindio de 5%)
e (2) Afro-descendentes (com base nas frequéncias alélicas de HLA, estes tem, pelo
menos, 40% de componente africano e 6% amerindio) (BRAUN-PRADO, et al.,
2000; PROBST, et al., 2000 apud BOLDT, et al., 2013). As amostras foram pareadas
quanto a sexo. As associagfes genéticas foram corrigidas para a idade, por meio de

regressao logistica.

3.3 Selecao dos polimorfismos

Dentre os polimorfismos comuns do gene FCN3 gque potencialmente alteram o
processamento do pré-mRNA, os seguintes foram selecionados: rs28362807
(+3524_+3532delTATTTGGCC) do intron 5 e rs4494157 (+4479C>A) do intron 7,
situados logo apds o exon 4, que é alternativo. E possivel que determinado alelo
destes polimorfismos favoreca a inclusdo ou excluséo do exon 4, levando o gene a
expressar preferencialmente apenas uma de pelo menos duas isoformas, uma com
e outra sem o exon 4 (FCN3-001 e FCN3-002, respectivamente). Por outro lado, o
polimorfismo rs532781899 (+1637delC) do exon 5, foi selecionado por causar
deficiéncia na expressdo de ficolina-3. As frequéncias dos polimorfismos em
diferentes populacdes podem ser observadas na tabela 1.

Tabela 1. Frequéncia alélica dos polimorfismos em diferentes populagdes.

SNP Regiéo Alelos Europeus  Asiaticos  Africanos Africanos

subsaarianos americanos

N=46 N=86 N=226 N=46
rs532781899 Exon 5 +1637C 98% n.e. n.e. 98%
rs532781899 Exon 5 +1637del 2% n.e. n.e. 2%
rs28362807 Intron 5 +3524_+3532del 59% n.e. n.e. 67%
rs28362807 Intron 5 +3524_+3532TATTTGGCC 41% n.e. n.e. 33%
rs4494157 Intron 7 +4479 C 70% 88% 90% 91%
1s4494157 Intron 7 +4479 A 30% 12% 10% 9%

LEGENDA: N numero de cromossomos; SNP polimorfismos de nucleotideo Unico; n.e.: ndo
existem dados disponiveis.
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FONTE: NCBI (disponivel em: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects
ISNP/snp_ref.cgi?rs=532781899. Acessado dia 11/11/2015).

3.4 Genotipagem

As amostras de pacientes e controles foram genotipadas para os SNPs
rs532781899 (+1637delC) do exon 5, rs28362807 (+3524 +3532delTATTTGGCC)
do intron 5 e rs4494157 (+4479C>A) do intron 7, do gene FCN3, através da
amplificacdo alélica por PCR sequéncia-especifica (PCR-SSP). As sequéncias e
outros dados dos iniciadores utilizados podem ser observados na tabela 2.

As PCRs foram realizadas a partir de 20 ng/uL de DNA genbmico e 0,2 uM de
cada iniciador especifico na presenca de 0,5 yM de MgCI2, 0,2 yM de cada
deoxinucleotideo trifosfatado, KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM e 0,03 unidades de Taq
polimerase. Todas as amplificacdes foram iniciadas pela desnaturacéo por 3 minutos
a 95° C e terminam pela extensao por 10 minutos a 72° C. A PCR é realizada em 35
ciclos, cada ciclo iniciando com 95°C por 30 segundos e terminando com 72°C por 1
minuto. A temperatura de acoplamento dos iniciadores é alta nos 10 primeiros ciclos
(60° C), intermediéaria nos 10 seguintes (58° C) e baixa nos 15 ultimos ciclos (56° C),
garantindo especificidade e quantidade de produto. Cada PCR foi acompanhada de
controles negativos que sao solugdes de reacdo completas, sem o DNA, e controles
de DNA sabidamente positivos ou negativos para 0s genétipos procurados. O
resultado € observado apos corrida eletroforética em gel de agarose a 1,5 % corado
com SYBR® Safe (Invitrogen), fluorescentes sob luz azul (figuras 8 e 9). Em todos
0S casos, a genotipagem ¢é rapida e baseada no padrdo eletroforético dos
fragmentos amplificados.



Tabela 2. Iniciadores especificos utilizados nas PCR-SSP para FCN3.

Tamanho
SNP Regiéo Alelos Iniciador direto Iniciador reverso do
fragmento
5TGTCACAAAAGACTGGGAGGG3’
rs532781899 Exon5 +1637C 5 TAGGGTGGGATCTCTGCTTG ¥
748pb*
5TGTCACAAAAGACTGGGAGGC3’
+1637del
rs28362807 Intron 5 +3524 +3532del 5'GCCACCAAGCGTTCTTGG3'
+3524 +3532TATTTGGCC 5'CCACCAAGCGTGGCCAAAZ
984pb”
rs4494157 Intron 7 +4479 C 5'GAGGAGGAAACTGAGGCTCAG3' P
+4479 A 5'GAGGAGGAAACTGAGGCTCATS3!

LEGENDA: pb pares de base;

! controle endogeno da PCR-SSP: 500pb do exon 8 do

gene FCN2 amplificado com o primer direto

5GCCAGGCCTCAGGTATAAAG 3’ e reverso 5 AAAGGGTTGATTGCGGAAAC 3, * controle enddégeno da PCR multiplex: 431pb do gene HGH
amplificado com o iniciador direto 5TGCCTTCCCAACCATTCCCTTAZJ’ e reverso 5CCACTCACGGATTCTGTTGTGTTTC3' .

€¢
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25 55 185 203 25 55 185 203

Figura 8: Amplificacdo sequéncia-especifica da mutacdo FCN3+1637delC
(rs532781899).

NOTA: O marcador de peso molecular utilizado foi de 1Kb. O primeiro mix contém iniciadores
especificos que amplificam o fragmento contendo a dele¢do no exon 5 do gene FCN3 (748pb), e o
segundo mix contém iniciadores especificos que amplificam o mesmo fragmento (749pb), quando néo
h& a delecdo. As bandas de 500pb sdo produtos da amplificacdo do controle enddgeno da reagéo, o
exon 8 do gene FCN2. A interpretacdo dos resultados encontra-se na tabela abaixo:

Amostra MIX 1 MIX 2 Gendtipo
25 + + C/Del

55 + + C/Del
185 - + CiC

203 - + CiC
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Mix 1 Mix 3

Del C Ins C
FCN2-584pb FC:‘-JE-E‘H;-;

NP — P HcH - 421 o e — —
et il 147 140 130 115 147 140 130
Mix 2 Mix 4

Del A Ins A

FCN2-2B4pb

HGH =421 ob — — — HGH -431 ;»tn -— —— i —

| 147 140 130 15 147 140 130

Figura 9: Amplificacdo sequéncia-especifica dos polimorfismos: rs28362807
(+3524_+3532delTATTTGGCC) do intron 5 e rs4494157 (+4479C>A) do intron 7, do
gene FCNS.

NOTA: As bandas especificas desta PCR s&do de 984pb. As bandas de 431pb s&o produtos da
amplificacdo do controle enddgeno da reacéo, do gene HGH. O primeiro MIX amplifica o fragmento
contendo a dele¢d@o no intron 5 e a citosina no intron 7; o MIX 2 amplifica o fragmento contendo a
delecdo no intron 5 e a adenina no intron 7 (esta amplificacdo nunca ocorreu e este haplétippo
também néo é reportado na literatura, até o momento); o MIX 3 amplifica o fragmento contendo a
insercdo no intron 5 e a citosina no intron 7; por fim, o MIX 4 amplifica o fragmento com a inser¢éo no
intron 5 e a adenina no intron 7. A interpretacdo dos resultados encontra-se na tabela abaixo:

Amostra MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 Genotipo
115 - - + + InsC/InsA
147 - - - + InsA/InsA
140 + - - + DelC/InsA
130 + - - - DelC/DelC

3.5 Concentracgéo de Ficolina-3

A concentragdo de ficolina-3 no soro foi mensurada em estudo anterior
realizado no laboratério de Imunopatologia Molecular no Hospital de Clinicas,
através de ensaio de imonoadsorbéancia enzimatica HK320 (Hycult Biotechnology,

Uden, The Netherlands). Foram avaliadas 76 amostras controles.
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3.6 Analises estatisticas

As frequéncias alélicas e genotipicas foram determinadas através de
contagem direta. A avaliacdo da hipotese de equilibrio de Hardy Weinberg e de
homogeneidade entre populaces foi feita utilizando-se a estratégia de Guo e
Thompson (1992) e o teste exato de diferenciacdo populacional de Raymond e
Rousset, respectivamente, implementados no pacote de programas ARLEQUIN
v.3.1 (EXCOFFIER e LISCHER, 2015) Para as analises de associacdo, foram
realizados testes de independéncia entre as variaveis utilizando-se o teste de Fisher
bicaudal. Também foi calculado o odds ratio, com intervalo de confianca de 95%. A
estatistica descritiva em relacdo as concentracbes de proteinas circulantes foi
apresentada em mediana e percentis, e os dados foram avaliados pelo método de
correlacdo de Spearman. As comparacdes entre medianas foram feitas através dos
testes Mann-Whitney e Kruskal-Wallis. Os dados também foram avaliados por
andlise de regressao logistica através do programa STATA v.9.2 (StataCorp, EUA).
Valores de “p” menores que 0,05 foram considerados significativos. Para auxiliar a
analise estatistica deste trabalho foi utilizado o programa “GraphPad Prism — verséo
3.0” e Excel. Para verificar desequilibrio de ligagcdo com outros SNPs vizinhos aos
investigados, foi utilizado o site SNAP (JOHNSON, et al., 2008).

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

As distribuicbes das frequéncias genotipicas de todos os haplétipos
apresentou-se em equilibrio de Hardy-Weinberg. Por meio do teste exato de
diferenciacdo populacional, observou-se que estas distribuicbes diferem entre:
controles e pacientes euro-descendentes (p= 0,001); controles euro-descendentes e
pacientes afrodescendentes (p= 0,002) e controles afrodescendentes e pacientes
euro-descendentes (p= 0,04). Também houve uma tendéncia de diferenciacdo entre
controles afrodescendentes e pacientes afrodescendentes (p= 0.10). Por esta razéo,
as amostras de controles e pacientes foram separadas em: 140 individuos controles
euro-descendentes, 70 pacientes euro-descendentes, 29 individuos controles

afrodescendentes e 35 pacientes afrodescendentes (Figura 10).
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4.1 Polimorfismo do exon 5 FCN3+1637delC (SNP rs532781899)

Foi realizada a genotipagem de FCN3+1637delC em 174 pacientes e 238
controles. Foram encontrados 19 individuos heterozigotos para a delecdo e nenhum
homozigoto. Dentre os 19 individuos, 8 sdo pacientes e 11 sdo controles. Portanto, a
frequéncia alélica encontrada foi de 2,29% nos pacientes e de 2,31% nos controles
para a presenca da delecdo (valor de p=1,0) (Tabela 3). Esta frequéncia é similar a
reportada para populacdes europeias e afrodescendentes pelo projeto
1000Genomes (2,2% e 2,1%, respectivamente). Ao analisar o banco de dados do
projeto 1000Genomes, observou-se que este polimorfismo nao foi identificado em
populacées orientais, como a chinesa e a japonesa. A maior frequéncia da delecéo é
observada na populacdo ibérica: 4,2%, e no grupo étnico Mandinka da Gambia:
4,4%(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Popu-lation?db=core;r=1:27
372680373680;v=rs532781899;vdb=variation;vf=658960 18). O fato de a delecéo
ocorrer em individuos heterozigotos aparentemente saudaveis leva a sugerir que a
imunodeficiéncia causada pelo alelo é herdada de modo recessivo. Além disso, ha
indicadores na literatura de que a penetrancia do alelo causador desta
imunodeficiéncia € incompleta (MICHALSKI et al., 2015). Assim como ndo houve
associacdo com pénfigo no presente trabalho, também n&do houve associacdo com

cancer de ovario, como descrito por Szala et al. (2013).

Tabela 3. Frequéncia alélica do SNP em pacientes de pénfigo foliaceo, controles e
em diferentes populacdes.

SNP Regido Alelos Pacientes Controles Europeus Afro-americanos
(N=348)  (N=476)  (N=46) (N=48)
rs532781899 Exon5 +1637C 97,71% 97,69% 97,8% 97,9%
Exon5 +1637del 2,29% 2,31% 2,2% 2,1%

NOTA: para as populagbes europeia e afro-americana, os dados correspondem aos PGA-
EUROPEAN-PANEL e PGA-AFRICAN-PANEL do NCBI, respectivamente.
LEGENDA: SNP= polimorfismo de nucleotideo Ginico; N= nimero de cromossomos.

Conforme o grafico abaixo (Figura 10) nota-se que, embora a delecdo
apresente uma baixa frequéncia, é superior em afrodescendentes, variando de

0,71% em controles euro-descendentes até 5,71% em pacientes afrodescendentes.
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Figura 10: Frequéncia da delecdo no exon 5 do gene FCN3 em controles e
pacientes de pénfigo folidceo, ambos subdivididos em descendentes europeus e
africanos.

NOTA: O valor de p para a diferenca entre euro-descendentes foi igual a p=0,33 e entre
afrodescendentes, p=0,68 (teste exato de Fisher). Para o agrupamento étnico o nUmero amostral foi
reduzido. Namero de cromossomos: Controle/Euro: 280; Paciente/Euro: 140; Controle/Afro: 58;
Paciente/Afro:70.

LEGENDA: Euro: eurodescendentes, Afro: afrodescendentes; Del: delecéo.

4.1.1 Associacdo do SNP rs532781899 com a concentracéao de ficolina-3 em
controles

Ao comparar as concentragdes de ficolina-3 em 68 controles com e sem a
delecdo, foi observada uma concentracdo mais baixa desta nos individuos
heterozigotos (C/del), apresentando mediana de 2648 ng/mL (215,9-2636 ng/mL),
enguanto os livres da delecao (C/C), apresentaram mediana de 18320 ng/mL (4157-
60320 ng/ml) (Mann-Whitney p=0,0014) (Figura 11). Esta associacdo ja era
esperada, uma vez que foi reportada por Munthe-Fog et al. (2009), onde a mutacao
num estado homozig6tico conduz a uma auséncia total de ficolina-3 no soro, e em
estado heterozigoético, a cerca da metade da concentracédo sérica normal (MUNTHE-
FOG et al. 2008, 2009; MICHALSKI et al. 2015). Em pacientes de cancer de ovario e
controles, heterozigotos para a delecéo (C/Del), também foram observados niveis de
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ficolina-3 inferiores (em torno de 6500 ng/mL), em relacdo aos pacientes e controles
homozigotos para o alelo mais comum (C/C) (em torno de 16000 ng/mL) (SZALA,
2013). Munthe-Fog et al. (2009) igualmente encontraram concentracdes séricas de
ficolina-3 menores em individuos saudaveis, heterozigotos (C/Del), os quais
apresentaram mediana de 14,1 yg/mL. Este valor representa uma reducéo de cerca
de 50% comparado a mediana em homozigotos (C/C), que foi de 27,5 ug/mL. No
individuo homozigoto para a delecdo (Del/Del), ndo foi detectada a presenca da
proteina (MUNTHE-FOG et al., 2009).
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Figura 11: Comparacdo das concentragdes de ficolina-3 em 68 controles, sendo 4
com a delecao.

4.2 Polimorfismo do intron 5 +3524 +3532del do FCN3 (SNP rs28362807)
Realizou-se a genotipagem de 105 pacientes e de 169 controles. A delecéo
+3532del do intron 5 do gene FCN3 foi encontrada na frequéncia de 177/210 ou
84% no total de pacientes e 237/338 ou 70% no total de controles (OR= 2,28
[IC95%= 1,47-3,54], p=0,00015) (Tabela 4). Ao separar controles e pacientes nos
dois grupos étnicos, percebeu-se que a frequéncia observada da delecéo (+3532del)
€ de aproximadamente 198/280 ou 71% em controles e 118/140 ou 84% em
pacientes, ambos euro-descendentes. Ja para os afrodescendentes, a frequéncia

observada foi de aproximadamente 39/58 ou 67% em controles e 59/70 ou 84% em
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pacientes (Figura 14). Sendo assim, +3532del apresentou-se associado com a
susceptibilidade a doenca, independente do grupo étnico (euro-descendentes
OR=2,2 [IC95%=1,31-3,74], p=0,002), (afrodescendentes OR=2,61 [IC95%=1,12-
6,08], p=0,035). As frequéncias alélicas sdo superiores as reportadas pelo projeto
1000 Genomas e HapMap (Tabela 4). A distribuicdo da frequéncia genotipica
referente a esse loci nos pacientes afrodescendentes, diferentemente dos controles,
nao se apresentou em equilibrio de Hardy-Weinberg, devido a falta de heterozigotos
(p=0,02).

Tabela 4. Frequéncia alélica do SNP em todos os pacientes de pénfigo foliaceo e
controles.

Variante Regido Alelos Pacientes Controles Europeus Afro-americanos
(N=210)  (N=338)  (N=46) (N=48)
rs28362807 Intron5 +3524 +3 84,28% 70,11% 59% 67%
532del
Intron 5 +3524 +3 15,71% 29,88% 41% 33%
532TATTT
GGCC

NOTA: para as populacbes europeia e afro-americana, os dados correspondem aos PGA-
EUROPEAN-PANEL e PGA-AFRICAN-PANEL do NCBI, respectivamente.
LEGENDA: N= nimero de cromossomos.
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Ins 29,29% 15,71% 32,76% 15,71%

Figura 14: Frequéncias alélicas de rs28362807 do gene FCN3 em controles e
pacientes de pénfigo foliaceo.

NOTA: O valor de p para a diferenca entre euro-descendentes foi igual a p=0,002 e entre
afrodescendentes, p=0,035 (teste exato de Fisher). NUmero de cromossomos: Controle/Euro: 280;
Paciente/Euro: 140; Controle/Afro: 58; Paciente/Afro:70.

LEGENDA. Euro: euro-descendentes, Afro: afro-descendentes; Del: dele¢éo; Ins: insergéo.

Até o0 momento, nao existem estudos de associacdo com doencas com este

indel, sendo esta, a primeira associacdo a ser reportada na literatura.

4.3 Polimorfismo do intron 7 (SNP rs4494157) do FCN3

Para o SNP rs4494157 (+4479C>A) do intron 7 do gene FCN3, também foi
realizada a genotipagem em 105 pacientes e 169 controles. As frequéncias
observadas foram similares a outras populacdes, segundo 0s projetos
1000Genomes e HapMap (Tabela 5). A frequéncia encontrada do alelo +4479C foi
de aproximadamente 181/210 ou 86% em pacientes e 246/338 ou 73% nos
controles, ambos em relagdo ao niumero amostral total (OR=2,48 [IC95%=1,57-3,92],
p=0,000067) (Figura 15). Ao subdividir controles e pacientes em descendentes de
europeus e africanos, observou-se que a frequéncia observada ¢é de
aproximadamente 203/280 ou 72% e 121/140 ou 86% em controles e pacientes
euro-descendentes (OR=2,41 [IC95%= 1,39-4,18], p=0,0012) respectivamente, e
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43/58 ou 74% e 60/70 ou 86% em controles e pacientes afrodescendentes (p=0,11),
respectivamente (Figura 15). Portanto, o alelo +4479C apresenta-se associado a
susceptibilidade ao pénfigo foliaceo. Ao contrario dos resultados deste estudo, néo
houve associacdo entre este polimorfismo e a susceptibilidade a infeccbes

respiratérias em criancas dinamarquesas (RUSKAMP et al., 2009).

Tabela 5. Frequéncia alélica do SNP em pacientes de pénfigo folihceo e em
controles.

SNP Regido Alelos Pacientes Controles Europeus Afro-americanos
(N=210) (N=338) (N=46) (N=48)
rs4494157 Intron7 +4479C 86,19% 72,78% 70% 91%
Intron 7 +4479 A 13,80% 27,21% 30% 9%

NOTA: para as populacbes europeia e afro-americana, os dados correspondem aos PGA-
EUROPEAN-PANEL e PGA-AFRICAN-PANEL do NCBI, respectivamente.
LEGENDA: SNP= polimorfismo de nucleotideo Unico; N= nimero de cromossomos.

rs4494157
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Controle/Euro Paciente/Euro Controle/Afro Paciente/Afro
mC 72,50% 86,42% 74,13% 85,71%
A 27,50% 13,57% 25,86% 14,29%

Figura 15: Grafico que representa a frequéncia do SNP rs4494157 do gene FCN3
em controles e pacientes de pénfigo foliaceo, ambos subdivididos em descendentes
europeus e africanos.

NOTA: O valor de p para a diferenca entre euro-descendentes foi igual a p=0,0012 e entre
afrodescendentes, p=0,11 (teste exato de Fisher). Nimero de cromossomos: Controle/Euro: 280;
Paciente/Euro: 140; Controle/Afro: 58; Paciente/Afro:70.

LEGENDA. Euro: euro-descendentes, Afro: afro-descendentes.



33

4.4 Hapl6tipos de FCN3

Os hapldétipos encontrados referentes aos trés polimorfismos investigados foram:
CdelC, CinsA, CinsC, delinsA, deldelC, delinsC. Suas respectivas frequéncias, de

acordo com o grupo étnico, estéo listadas na Tabela 6.

Tabela 6: Distribuicdo dos haplétipos em pacientes e controles de PF, de acordo
COmo grupo étnico.

Euro-descendentes Afrodescendentes
Haplétipo Controles Pacientes p# Controles Pacientes p#
N=280 N=140 N=58 N=70
CdelC 70,35% 82,85% 0,340 65,50% 80,00% 0,809
CinsA 27,50% 12,80% 0.0031* 25,86% 12,80% 0,104
CinsC 01,40% 02,10% 0,69 05,10% 01,40% 0,32
delinsA 00,00% 00,70% 0,33 00,00% 01,40% 1,0
deldelC 00,35% 01,40% 0,25 01,70% 04,20% 0,62
delinsC 00,30% 00,00% 1,0 01,70% 00,00% 0,45

LEGENDA: * significativo; Del=delecéo, Ins=inser¢cdo, C=citosina, A=adenina. # teste exato

de Fisher; N= niUmero de cromossomos.

Nos grupos de euro e afrodescendentes, as associacdes encontradas com 0s
polimorfismos isolados, refletiram-se na distribuicdo genotipica de haplotipos (Figura
16). No grupo total corrigido por regressao logistica para idade e grupo étnico,
portadores do haplétipo CinsA apresentaram-se associados com a resisténcia a
doenca (OR=0,44 [IC95%=0,24-0,80], p=0,007), assim como heterozigotos
CdelC/CinsA (OR=0,49 [IC95%=0,26-0,92], p=0,028). Apls corre¢do, também
permaneceu a associacdo entre homozigotos CdelC/CdelC e susceptibilidade a
doenca (OR=2,06 [IC95%=1,17-3,63], p=0,013).
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Figura 16: Distribuicdo dos gendtipos de euro-descendentes (controles e pacientes) e afrodescendentes (controles e pacientes).
NOTA: nimero de individuos: Controle/Euro: 140; Paciente/Euro: 70; Controle/Afro: 29; Paciente/Afro:35. Segundo o teste exato de Fisher, o grupo dos euro-
descendentes apresentou associagdo com o genotipo CDC/CDC (OR=2,24 [IC95%=1,22-4,10], p=0,008) relacionado com a susceptibilidade a doenca e o
gendtipo CDC/CIA (OR=0,43 [IC95%=0,22-0,84], p=0,013) relacionado com a resisténcia a doenca. Além disso, houve uma tendéncia do gendtipo CIA/CIA
(OR=0,16 [IC95%=0,02-1,34], p=0,065), relacionado com a resisténcia ao PF. Dentre os afrodescendentes houve associacdo do genétipo CDC/CDC
(OR=3,09 [IC95%=1,10-8,63], p=0,04) relacionado a susceptibilidade ao PF e uma tendéncia do genétipo CDC/CIA (OR=0,32 [IC95%=0,09-1,07], p=0,08)
relacionado com a protecdo a doenga. LEGENDA: CDC= CdelC; CIA= CinsA; CIC= CinsC; DDC= deldelC; DIC= delinsC; CIA= CinsA. As estrelas amarelas
indicam associagao ou tendéncia a resisténcia ao pénfigo foliaceo e as estrelas vermelhas indicam associa¢cdo com a susceptibilidade a doenca.
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Interessantemente, os polimorfismos que estdo envolvidos com a protecao ou
a susceptibilidade a doenca (rs28362807 do intron 5 e rs4494157 do intron 7) sao os
que poderiam alterar o processamento do pré-mRNA, pois com a presenca de um
determinado alelo, o gene poderia expressar preferencialmente apenas uma de pelo
menos duas isoformas, uma com e a outra sem o exon 4 (FCN3-001 e FCN3-002).

O exon 4 é a regido que codifica a regido de ligacdo que antecede o dominio
similar a fibrinogénio (FBG). Esta porcdo provavelmente deve faltar no transcrito
alternativo sem o exon 4, e a sua auséncia poderia interferir no desempenho do FBG
em reconhecer residuos acetilados (Figura 17). Assim, a presenca preferencial de
uma das isoformas poderia estar influenciando na susceptibilidade ou protecéo a

doenca.

FCNS 5 ST E T T

Lys ..

Gly-Xaa-Yaa

Monomeric
Ficolin :

A
Interaction with

Calreticulin?/MASPs

N-Terminal Linker

Region Collagen-Like Domain Region Fibrinogen-Like Domain

Figura 17: llustracdo da regido que o exon 4 do gene FCN3 codifica de sua
respectiva proteina, a ficolina-3. FONTE: Mason et al., 2015.

Ao levar em consideracdo o desequilibrio de ligacdo, foi verificado se ha
ligacdo dos SNPs em estudo com outros polimorfismos que, possivelmente,
poderiam causar um efeito carona nos que foram estudados neste trabalho. Por
meio da ferramenta LDLplot do programa SNAP
(http://www.broadinstitute.org/mpg/snap/ldplot.php), observou-se que o0 SNP
+4479C>A do intron 7 (rs4494157) esta ligado a outros cinco SNPs na populacdo
europeia (figura 18). J& na populagéo africana, percebe-se que o SNP rs4494157
encontra-se isolado (figura 19). Portanto, como houve associagéo entre este SNP e
a doenca nas duas populacdes (euro-descendentes e afrodescendentes), pode-se
concluir que, provavelmente, o rs4494157 € um polimorfismo causal. Ndo houve

informagdes equivalentes no programa, para a delegéo investigada no intron 5.
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Figura 18: Desequilibrio de ligacdo do rs4494157 com outros SNPs na populagéo
europeia.

NOTA: Os SNPs em desequilibrio de ligacdo com o rs4494157 sdo: rs4970521, rs4307592,
rs4525067, rs12727507, rs4075731.

FONTE: Imagem obtida no site SNAP (http://www.broadinstitute.org/mpg/snap/ Idplot.php)
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Figura 19: Desequilibrio de ligacdo do rs4494157 em uma populagdo africana

(Yoruba).
FONTE: Imagem obtida no site SNAP (http://www.broadinstitute.org/mpg/snap/ Idplot.php)

4.5 Associacdes dos haplétipos com a concentracdo de ficolina-3 em controles

N&o houve uma associacdo entre os genoétipos dos haplotipos encontrados
com as concentracdes de ficolina-3 em controles (Figura 20). Contudo, ao aumentar
0 numero amostral com as amostras de pacientes de hanseniase (quantificadas
previamente em outro estudo do grupo do Laboratério de Imunopatologia Molecular),
cujos niveis ndo diferiam dos controles por genoétipo pesquisado, observou-se que
individuos CinsA/CinsA apresentaram uma maior concentracéo de ficolina-3 no soro,
com a média de 38626 ug/mL. Por outro lado, CDelC/CDelC e CDelC/CInsA
apresentaram as seguintes médias: 20233 ug/mL e 26211 ug/mL, respectivamente
(p=0,015) (Figura 21).
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Figura 20: Concentracdes de ficolina-3 em relacdo aos genoétipos nos controles.
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Figura 21: Concentracbes de ficolina-3 em relacdo aos gendtipos na amostra

reunida de controles e pacientes de hanseniase.
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4.6 Correlacdes entre os niveis de ficolina-3 e de outras proteinas da via das
lectinas
Dentre as amostras, 68 haviam sido previamente quantificadas para FCN-3

(ficolina-H), 30 para FCN-2 (ficolina-L), 35 para MASP-3 e 58 para MASP-2. Houve
correlacdo negativa entre FCN-3 e FCN-2 (Spearman R=-0,40, P=0,026) (Figura 12),
sugerindo que na falta de uma proteina (FCN-3) a outra (FCN-2) agiria de forma
compensatoria. Segundo Szala et al. (2013), os niveis séricos de ficolina-2 e ficolina-
3 em individuos controles e com céancer de ovario sdo correlacionados
positivamente, embora de forma pouco intensa (R= 0,217, p= 0,006 e R= 0,347; p=
0,0003, respectivamente). Provavelmente, os resultados diferem devido ao pequeno
namero de amostras simultaneamente quantificadas para FCN-2 e FCN-3 na
presente pesquisa (N=30), enquanto Szala et al. (2013) quantificaram 128 pacientes
de cancer de ovario e 197 controles para ambas proteinas. Além disso, técnicas de
ELISA diferentes, talvez usando anticorpos diferentes, foram utilizadas para
quantificar as concentracdes das proteinas no soro. No presente estudo, utilizou-se
o kit de ELISA HK340 — Hycult Biotech e no de Szala et al. (2013), uma técnica
previamente descrita por Swierzko et al. (2007).

Também houve correlacdo negativa entre FCN-3 e MASP-3 (Spearman R=-
0,50, P=0,002) (Figura 13), possivelmente com efeito regulador sobre FCN-2
(MASP-3 bloqueia a ativacdo do complemento). Como MASP-3 esta mais associada
a FCN-3 do que a qualquer outra proteina iniciadora da via das lectinas (SKJOEDT
et al., 2010), pode ser que baixas concentraces de FCN-3 acarretem em mais
MASP-3 livre para deteccéo pelo ELISA. Por fim, ndo houve correlacdo com MASP-
2.
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Figura 12. Correlacao entre os niveis de FCN-3 e FCN-2.
LEGENDA: Em vermelho: individuos heterozigoto C/Del. Valores em log10.
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Figura 13: Correlacao entre os niveis de FCN-3 e MASP-3.
LEGENDA: Em vermelho: individuos heterozigoto C/Del. Valores em log10.

5 CONCLUSAO

Este € o primeiro trabalho a relatar uma associacdo com haplétipos de
variantes intrébnicas de FCN3 com uma doenca. De fato, encontrou-se um efeito
dominante do haplétipo CinsA, associado com concentracdes mais elevadas da
proteina no soro, com a resisténcia a doenca. Ao contrario, homozigotos
CdelC/CdelC estéo associados com susceptibilidade dobrada ao pénfigo, tanto em
euro-, quanto em afrodescendentes, independentemente da idade. Esta associacao
oposta pode ser devida a alteracbes no processamento do pré-mRNA, causada
pelas variagdes intronicas que flanqueiam o exon 4, e ndo a um efeito carona com
outros polimorfismos ligados. Embora baixas concentrages de FCN-3 possam ser
compensadas com concentracdes mais elevadas de FCN-2, também h& o aumento

de MASP-3, o que pode significar maior blogueio da ativacdo do complemento
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(MASP-3 é um antagonista da via). Logo, polimorfismos de FCN3 parecem regular a
concentracdo da proteina no soro e a susceptibilidade ao pénfigo foliaceo. Este
trabalho tera continuidade com a tipagem de outro grupo controle, o qual
corresponde a um grupo da regido endémica; além da quantificacdo de FCN-3 nos

pacientes.
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