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RESUMO

O lupus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca autoimune multissistémica na
qual existe a formacao e deposicdo de autoanticorpos patogénicos e complexos imunes
(Cl), os quais se depositam em varios tipos de tecidos, provocando danos. Sabe-se que a
ativacéo do sistema complemento (SC) por Cl esta diretamente relacionada a fisiopatologia
da doenca. Por um lado, sua ativagao produz mediadores inflamatérios que causam dano
tecidual, por outro, protege contra lesdes através da depuragcao dos Cls. A proteina CRIg
(Complement Receptor of the Immunoglobulin superfamily) € um receptor de macréfagos
que apresenta um papel fundamental na depuragéao de patdgenos, Cl e células opsonizadas
pelo complemento. A proteina MASP-1 ao ligar-se a lectina ligante de manose (MBL),
desencadeia a via das lectinas que atua diretamente na ativagao da via classica, enquanto
MASP-3 potencializa a via alternativa. Considerando o importante papel das proteinas CRIg
e MASP1 na imunidade inata, o presente estudo avaliou a possivel associagdo entre
polimorfismos do gene VSIG4 (que codifica CRIg) e MASP1 (que codifica as proteinas
MASP-1 e -3) e a suscetibilidade ao LES, além de danos sistémicos associados como
dermatolégicos, oculares, renais, pleuropulmonares entre outros. Para isso, foram
analisadas amostras de DNA de 179 pacientes (168 @ e 11J; 18-72 anos) e 156 controles
pertencentes a mesma area geografica pareados quanto ao sexo, idade e ancestralidade.
Um total de seis SNPs (polimorfismo de nucleotideo unico) do gene VSIG4 foram
genotipados pelo método de PCR-SSP: rs2284705 e rs596448 na regido promotora,
rs5964488 no intron 1, rs34581041 no éxon 2 e rs5964487 e rs9887348, ambos
pertencentes ao intron 3. Foram selecionamos quatro polimorfismos do gene MASP1:
rs13094773 localizado no intron 1; rs698105, rs3864098 e rs1108450 localizados no intron
2. O haplétipo TGGCCG do gene VSIG4 foi mais frequente em mulheres com LES e
diabetes (paju=0.008; OR 8.7; IC 95% [1.77-42]) e teste de Coombs direto positivo
(paju=0.015; OR 5.4; IC 95% [1.38-21]), enquanto o haplétipo TGACCG foi prevalente
naqueles que apresentaram artrite deformante (p=ju=0.041; OR 3.4; IC 95% [1.11-87]). Além
disso, observamos uma associagao entre os haplétipos TGGCCG+TGACCG de VSIG4 e
média do escore elevada no SLICC para mulheres (portadoras=1.7+1.3 vs. nao
portadoras=1.0+1.2; paju=0.017) sendo que, a maioria daquelas que possuem haplétipo
TGGCCG+TGACCG (80%, 12/15) apresenta pelo menos um dano cumulativo (paju=0.038;
OR 4.6; IC 95% [1.08-14]). Para MASP1 observou-se que o alelo rs13094773A esta
relacionado com suscetibilidade ao LES (paju=0.003; OR 1,75; IC 95% [1.22-2.52]), assim
como o genoétipo rs13094773*AA (paju=0.004; OR 2.1; IC 95% [1.27-3,49]). O alelo
rs698105*C gendtipo rs698105*CC foram relacionados a protecao (paju=0.006; OR 0.5; IC
95% [0.35-0.83] € paju=0.0004; OR 0.4; IC 95% [0.24-0.67])), ja o rs3864098*TT+CC foi
associado a catarata (paju=0.017; OR 5,7; IC 95% [1.17-30.11]), proteinuria (psju=0.021; OR
5.3; 1C 95% [1.19-28.33]) e hipertensao pulmonar (paju=0.015; OR 5.8; IC 95% [1.1-30.64]).
O haploétipo ATCC (paju=0.0000001; OR 20.6; IC 95% [10.6-42.4]) aumenta em 20 vezes a
suscetibilidade ao LES. Nossos resultados sugerem um papel para os polimorfismos do
VSIG4 e MASP1 na fisiopatologia do LES, possivelmente contribuindo no processo de
inflamacao e dano tecidual devido a ativacao excessiva do complemento.

Palavras chave: lupus sistémico eritematoso; CRIg, VSIG4, MASP1, sistema complemento,
doenca autoimune.



ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a multisystemic autoimmune disease that
occurs due to the formation of pathogenic autoantibodies and immune complexes (IC),
which deposit in various types of tissues, causing damage.The activation of the complement
system by ICs is known to be directly related to the pathophysiology of the disease. Its
activation may produce inflammatory mediators that cause tissue damage; or it protects
against injury by clearing the ICs. Complement Receptor of the Immunoglobulin superfamily
(CRIg) is a macrophage receptor that plays a crucial role in the clearance of pathogens, ICs
and autologous cells opsonized by complement. MASP-1 binds mannose-binding lectin
(MBL) triggering the lectin pathway that acts directly on the activation of the classical
pathway, while MASP-3 potentiates the alternative pathway. Considering the important role
of CRIg and MASP1 proteins in innate immunity, the present study evaluated the possible
association between VSIG4 (encoding CRIg) and MASP1 (encoding MASP-1 and -3) gene
polymorphisms and susceptibility to SLE, in addition to permanent organ damage. Genetic
variants present in VSIG4 and MASPI genes were assessed by the PCR-SSP method in up
to 179 LES patients (168 ¢ and 11 @; 18-72 years) and 156 healthy controls from the same
geographic area matched for sex, age, and ancestry. Six SNPs (single nucleotide
polymorphism) in VSIG4 gene were genotyped: rs2284705 and rs596448 in the promoter
region; rs5964488 in intron 1; rs34581041 in exon 2; and rs5988487 and rs9887348 both in
intron 3. Four SNPs in MASP1 gene were evaluated: rs13094773 located in intron 1; and
rs698105, rs3864098, and rs1108450 located in intron 2. The VSIG4 TGGCCG haplotype
was more frequent in women with SLE and diabetes (padj=0.008; OR 8.7; 95%IC [1.77-42])
and direct Coombs’ test-positive (padgj=0.015; OR 5.4; 95%IC [1.38-21]), while the VSIG4
TGACCG was more prevalent in those with deforming arthritis (pagj=0.041; OR 3.4, 95%IC
[1.11-87]). Moreover, we observed an association between the VSIG4 TGGCCG+TGACCG
haplotypes and higher median of SLICC score in women (carriers=1.7+1.3 vs. non carriers
median=1.0£1.2; pag=0.017) being that, most of VS/IG4 TGGCCG+TGACCG carriers (80%,
12/15) present at least one cumulative damage (padj=0.038; OR 4.6, 95%IC [1.08-14]). For
MASP1 gene, rs13094773*A allele were related to susceptibility to SLE (p2ju=0.003; OR
1.75; 95% IC [1.22-2.52]), as well as rs13094773*AA genotype (p=ju=0.004; OR 2.1; 95% IC
[1.27-3.49]). The allele rs698105*C and genotype rs698105*CC were related to protection
(paju=0.006; OR 0.5; 95% IC [0.35-0.83] and p5ju=0.0004; OR 0.4; 95% IC [0.24-0.67]), while
rs3864098*TT+CC were associated with cataract (psju=0.017; OR 5.7; 95% CI [1.17-30.11]),
proteinuria (p=ju=0.021; OR 5.3; 95% CI [1.19-28.33]) and pulmonary hypertension
(paju=0.015; OR 5.8; 95% CI [1.1-30.64]). The MASP1 ATCC haplotype (paju=0.0000001;
OR 20.6; 95% CI [10.6-42.4]) increases susceptibility to SLE by 20-fold. Our results suggest
a role for VSIG4 and MASP1 polymorphisms in the pathophysiology of SLE, possibly
contributing to the inflammation process and disease-related tissue damage due excessive
complement activation.

Keywords: systemic lupus erythematosus; CRIlg, VSIG4, MASP1, complement system,
autoimmune disease.
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1 INTRODUGAO

O LES é uma doenga autoimune multissistémica na qual existe formagdo de
autoanticorpos patogénicos e complexos antigeno-anticorpos provocando danos teciduais.
Os desencadeantes moleculares da doenca ainda nao foram determinados, mas sua
patogénese esta relacionada as multiplas especificidades dos autoanticorpos,
principalmente a alta reatividade de proteinas plasmatica por antigenos nucleares (Kuo,
Grainge et al. 2015, Durcan, O'Dwyer et al. 2019, Sawada, Fujimori et al. 2019).

O LES pode provocar quadros inflamatorios em diferentes sistemas do organismo
sendo, portanto, caracterizado como uma doenga heterogénea, que permite que os
pacientes apresentem varias combinag¢des de manifestag¢des clinicas (Figura 1). Na maioria
dos casos a doenca se caracteriza por uma evolugao clinica com periodos de exacerbagao
e remissdes, apesar de alguns pacientes apresentarem um padrdo de atividade cronica
(Kim, Bang et al. 2016, Goldman and Schafer 2018).

FIGURA 1 - ORGAOS E SISTEMAS COMPROMETIDOS NO LES

FONTE: http://www.misodor.com/LUPUS.html ACESS0O10/04/2019.

Embora ambos o0s sexos possam ser afetados, esta doenga atinge

predominantemente mulheres em idade reprodutiva, em uma proporcdo de
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aproximadamente 9 mulheres para cada homem. A prevaléncia do LES ja estda bem
estabelecida em paises da Europa e América Central, com taxas que variam de 20-200
casos a cada 100.000 pessoas, ja a incidéncia é de 2,2 a 23,1 por 100.000 ao ano (Klumb,
Silva et al. 2015, Mocarzel, Lanzieri et al. 2015, Durcan, O'Dwyer et al. 2019).

Apesar do grande impacto na qualidade de vida, a incidéncia e prevaléncia no Brasil
ainda é pouco descrita, alguns estudos demonstram uma estimativa de 16-80.000 casos
diagnosticados no pais (Mocarzel, Lanzieri et al. 2015). Bezerra et al. (2005) estimaram
incidéncia de 8,7/100.000 habitantes na cidade de Natal (RN) no ano de 2000,
caracterizando nesta regiao uma propor¢ao muito maior (20:1) de mulheres com a doenca.
Em outro estudo realizado no estado do Parana, encontrou-se proporgédo de 12,8:1
mulheres afetadas para cada homem. Criancas e idosos podem ser afetados mais
raramente. A manifestacdo da doenca antes dos 16 anos corresponde a 15-20% do total
dos casos de LES e a incidéncia dessa forma juvenil da doenga é estimada em 0,6 por
100.000 habitantes por ano nos EUA (Bezerra, Vilar et al. 2005, Picelli 2013, Mocarzel,
Lanzieri et al. 2015, Macedo and Isaac 2016, Fava and Petri 2018, Durcan, O'Dwyer et al.
2019) .

1.1 JUSTIFICATIVA

Nesse estudo, levantamos a hipotese de que alguns polimorfismos podem alterar a
expresséo dos genes VSIg4 e MASP1 e consequentemente a atividade de suas proteinas,
desregulando o sistema complemento, o que interfere na eliminacao de células apoptéticas,
aumenta a reserva de autoantigenos, ou reduz a solubilidade dos IC, resultando em maior
susceptibilidade ao LES e a atividade da doencga. Estudos de associagao dos genes VSig4
e MASP1 com doengas autoimunes e inflamatérias tem sido realizados devido a
importancia desses genes na ativagao e regulacao do sistema complemento. Contudo, ndo
ha quaisquer estudos relacionando os polimorfismos selecionados e concentragéo
plasmatica de proteinas reguladoras do complemento, como CRIg, MASP-1 e MASP-3 no
LES. Estudos desse tipo podem ajudar a esclarecer o papel da regulagao do complemento
na fisiopatologia dessa doenca e tem o potencial de futuramente serem utilizados na
implementagao de medidas de correcdo, como a utilizagdo de dessas proteinas soluveis no

aprimoramento do manejo clinico desta doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar se polimorfismos dos genes VS/IG4 e MASP1 do complemento estdo
associados com a suscetibilidade ao LES e aos danos cumulativos em 6rgaos destes

pacientes.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e \erificar possivel associagao entre os polimorfismos dos genes VSIG4 e MASP1 e
a suscetibilidade ou protecao ao LES.

elnvestigar se os polimorfismos pesquisados estdo associados ao perfil clinico e
soroldgico em pacientes com LES.

elnvestigar se os polimorfismos pesquisados estdo associados ao score de dano
cumulativo avaliado através do indice SLICC/ACR-DI (Systemic Lupus International
Colaborating Clinics/ American College of Rheumatology — Damage Index e seus
componenetes.

e|nvestigar se os polimorfismos pesquisados estdo associados a atividade da doenca
em pacientes com LES avaliados através do indice SLEDAI (Sistemic Lupus Erythematosus

Disease Activity Index).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1  FATORES DE PATOGENICIDADE NO LES

O mecanismo de patogenicidade do LES ainda nao se encontra bem elucidado, mas
sabe-se que a combinagao de fatores genéticos, imunoldgicos, ambientais e hormonais
provoca o surgimento da doenga (Chen, Krain et al. 2019).

Embora os fatores responsaveis pelo desenvolvimento do LES ainda ndo sejam
completamente conhecidos, a predisposi¢cao genética é hoje considerada um elemento
chave na susceptibilidade a doenca e pode ser confirmada ao observar maior concordancia
de incidéncia da doenca em gémeos monozigoéticos (11 A 50%) (Kluger, Melderis et al.
2016). Nas demais situagcbes, o que se vé € uma ocorréncia de historia familiar em
aproximadamente 10-12% dos casos, embora um numero mais elevado de parentes
apresente maior pré-disposicdo a manifestacao de outras doengas autoimunes e sinais de
disturbio imunolégico incompleto, como por exemplo, fator reumatoide positivo, presenca
de anticorpos anticardiolipina e anti-histonas, e diminui¢ao de fungéo de célula T supressora
(Kluger, Melderis et al. 2016, Generali, Ceribelli et al. 2017).

Essa patogénese multifatorial baseia-se em um modelo hereditario poligénico em
que a concomitancia de genes de susceptibilidade eleva o risco de desenvolvimento da
doencga. Existem muitos estudos que tentaram identificar genes que possam contribuir para
a susceptibilidade ao LES, contudo, muitos dos genes identificados ao longo do tempo
continuam sem ter o seu papel na etiopatogénese do lupus confirmado. Apesar da
controvérsia, existem, contudo, alguns genes que reunem algum consenso quanto ao seu
papel na susceptibilidade ao LES. Entre estes encontram-se alguns alelos que codificam
para antigenos de histocompatibilidade, componentes do complemento e receptores do
componente Fc da IgG (FcyR) (Fonseca 2011).

A associacdo do LES ao antigeno leucocitario humano (HLA) foram observados em
pacientes que expressam especificidades a autoanticorpos (Kim, Bang et al. 2016). Os
pacientes com HLA-DR2 sdo mais propensos a produzir anticorpos anti-ds-DNA; aqueles
com HLA-DR3 podem produzir quantidades mais copiosas de anti-Ro (SS-A) e anticorpos
anti-La (SS-B), ja os pacientes com HLA-DR4, tem maior produgao do anticorpo anti-Smith.

No entanto, a producao de anticorpos € parcialmente suprida pelos linfocitos T regulatérios,
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que se acredita desempenhar um papel critico na tolerancia imunoldgica. Foi observada
uma frequéncia aumentada dos alelos HLA-DR2 e DR3 em pacientes caucasianos com
LES, enquanto os alelos DR3, DR4 e DR9 tém frequéncia aumentada em pacientes
chineses, japoneses e coreanos, respectivamente (Kim, Bang et al. 2016).

Dentre os genes que podem explicar a maior suscetibilidade ao LES ou mesmo a
maior gravidade, incluem aqueles que codificam componentes do sistema complemento
(SC), como C1q, C1r, C2, C4 e de C5 a C9. Menor produgao destes componentes do
complemento pode diminuir a eliminagcao de células apoptdoticas, aumentando assim a
reserva de autoantigenos disponiveis, ou pode reduzir a solubilidade dos imunocomplexos,
além de ocasionar a persisténcia de determinados agentes infecciosos, de maneira que
estes causem uma estimulagdo imunolégica prolongada (Ceribelli, Andreoli et al. 2009,
Mocarzel, Lanzieri et al. 2015, Goldman and Schafer 2018). Neste contexto, justificam-se
estudos visando ampliar a compreensao da participagao do SC na fisiopatogenia da doenga
(Ghodke-Puranik and Niewold 2015, Generali, Ceribelli et al. 2017).

Outro achado imunopatoldgico € a associagao dos polimorfismos nos genes
FCGE2a e FCGE3a do receptor Fc com a nefrite lupica, possivelmente devido a alteragao
na depuragao dos imunocomplexos (Abdwani and Mani 2009, Lin, Seshasayee et al. 2015).

Variantes polimorficas do fator 5 regulador do interferon (IFRS) e genes Tyk2, ambos
envolvidos na ativagéo da via do interferon tipo |, foram associados ao diagnostico de LES
em algumas populagdes, embora ainda nao tenha sido demonstrada uma alteracéo da
expressao ou da fungdo dos produtos genéticos associados. Alelos dos genes PDCD1 e
PTPN22, que codificam proteinas que regulam negativamente a ativagao de células T,
também estdo associados ao LES em algumas populagdées. Tem-se ainda que variantes
genéticas do fator de necrose tumoral (TNF) e provavelmente genes de outras citocinas
podem alterar as respostas da funcao imune e inflamatéria. No LES, o ponto comum dos
polimorfismos genéticos associados a doenca é que estes conferem tanto o aumento da
ativacdo como a diminuigdo da regulacdo das respostas imunes inatas ou adaptativas
(Nath, Kilpatrick et al. 2004).

Acredita-se que agentes ambientais, incluindo infecgbes por virus, estejam
envolvidos na patogénese do LES, seja codificando proteinas que induzem autoanticorpos
de reagao cruzada (mimetismo molecular) para desencadear a autoimunidade subsequente
dirigida por antigeno ou estimulando a produgao do interferon tipo | de células dendritricas.

O virus Epstein-Barr tem despertado particular interesse dos investigadores devido a
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frequéncia desta infecgdo no LES ser significativamente mais alta do que na populagéo em
geral. Estudos evidenciam que anticorpos contra o antigeno 1 do EBV reagem de forma
cruzada com a proteina Ro, em modelos animais, sugerindo mecanismo de mimetismo
molecular no LES. Barzilai et al. (2007), revelam que o valor médio de anticorpos IgG e IgM
especifico para citomegalovirus esta elevado em pacientes com LES, quando comparado
aos controles (Barzilai, Sherer et al. 2007).

A exposicao a luz ultravioleta € bem definida como um desencadeante de
exacerbacao do lupus. Os possiveis mecanismos que explicam essa observagao incluem
danos ao DNA e a indugdo de apoptose das células da pele, que determinam a
concentragdo de acidos nucléicos e de proteinas em vesiculas na membrana celular, e
consequente aumento na disponibilidade desses autoantigenos para o processamento por
células apresentadoras de antigenos (Sontheimer 2005, Fava and Petri 2018). (FIGURA
2).

FIGURA 2 - APOPTOSE CELULAR DEVIDO A EXPOSIGAO A LUZ ULTRAVIOLETA

Luz ultravioleta

|

Queratinécitos

3
Células apoptéticas

R

LN

Corpos Corpos
apoptoticos apoptoéticos grandes
pequenos
Ro (52 kD), P Ribossomal, Nucleossomos, Ro (60
calreticulina, fodrina, Jo-1 kD), La, Sm, PARP, U1 (70
kD), Mi-2

FONTE: Adaptado de (Bertsias, loannidis et al. 2008).

A associacgao de fotossensibilidade com a ocorréncia do anticorpo anti-Ro/SS-A no
LES tem recebido consideravel atengdo. Em estudo utilizando cultura de queratindcitos foi

demonstrado que a exposigdo a radiagao ultravioleta induz a expressado de antigenos
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nucleares tais como Ro/SS-A, RNP (ribonucleo-proteina) e antigenos SM (Smith) na
superficie do queratindcito. Dessa forma, a deposi¢cdo do anticorpo anti-Ro/SS-A fica
significativamente aumentada pela luz ultravioleta. Esta exposi¢céo a luz também causa
intensa alteracdo na membrana fosfolipidica dos queratinécitos, o que pode afetar o
processo inflamatorio; induz formagao de citocinas, principalmente IL-1, a partir das células
cutaneas e estimula a formacgao de células T supressora (Pacheco, Barahona-Correa et al.
2017).

Alguns dados reforgam a associagao do tabagismo aos anticorpos anti-dsDNA de
dupla hélice e com a atividade de doencga. Drogas como procainamida e hidralazina, podem
induzir uma sindrome semelhante ao lupus, mas os sintomas geralmente regridem apés a
suspensdao das mesmas. Essas drogas podem promover a desmetilacdo do DNA,
aumentando assim, a disponibilidade de DNA imunoestimulante (O'Neill and Schrieber
2005). A composicao da microbiota intestinal tem papel significativos na producédo de
células B (producéo de anticorpos), na homeostase e no equilibrio de varias subpopulagdes
de células T auxiliares, o que leva a acreditar que disturbios da microbiota (Enterococcus
gallinarum) esteja relacionado ao desenvolvimento da autoimunidade no LES. Contudo, a
associacao entre estes fatores e a susceptibilidade ao LES ainda nao esta bem definida
(Song, Fang et al. 2018).

Fatores endocrinos, como os estrogénios, podem desempenhar um papel essencial
na patologia do lupus, o que justificaria o predominio da manifestagdo da doenga no sexo
feminino. Em 2016, Xue e colaboradores investigaram as fungbes e mecanismos do 17
beta-estradiol na expressdo do indutor fraco do fator de necrose tumoral de apoptose
(TWEAK) na nefrite lupica (NL) e concluiram que o horménio desempenha um papel critico
na regulacao positiva da expressao de TWEAK, causando dano renal. Porém, evidéncias
descrevem a provavel contribuicdo de manifestagbes epigenéticas ou de efeitos no
cromossomo X em detrimento dos efeitos hormonais como parte da explicagdo do

desequilibrio entre os sexos (Chang, Lan et al. 2002, Buyon, Petri et al. 2005).

3.1.1 Fisiopatologia do LES

Os fatores genéticos e ambientais que aumentam a probabilidade de aparecimento
do LES podem agir sobre o sistema imune, induzindo autoimunidade e, por consequéncia,

inflamacéao e dano tecidual.
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Além dos mecanismos que aumentam a disponibilidade de autoantigenos, como a
luz ultravioleta, alteragdes na expressao de produtos genéticos que regulam a apoptose ou
a diminuicdo na eliminagao de restos apoptdticos, a ativagado global do sistema imune
contribui para a autoimunidade no lupus. Em semelhanca aos eventos que estimulam as
respostas imunes efetivas contra microrganismos exdgenos, a autoimunidade que ocorre
em pacientes com LES exige a ativagao de resposta tanto do sistema imune inato como
adaptativo. A resposta imune inata € inicialmente ativada por padrées moleculares comuns
expressos nos microrganismos e determina um aumento da capacidade das células
apresentadoras de antigenos, promovendo uma resposta imune adaptativa antigeno-
especifica. A familia de receptores Toll-like (TLR) e os seus padrdes de reconhecimento
proporcionaram melhor compreensao dos mecanismos pelos quais o sistema imune inato
€ ativado por estimulos enddgenos e exdgenos e determinaram uma nova perspectiva
sobre o importante papel de fatores adjuvantes que estimulam a resposta imune inata ao
induzir uma resposta imune adaptativa bem-sucedida. Alguns estudos consideram que a
perda do poder de diferenciacdo e reconhecimento dos TLR seja um dos fatores da
autoimunidade no LES (Lee and Werth 2012, Goldman and Schafer 2018).

O aparecimento de inumeros autoanticorpos, associados a uma falha na supressao
de sua formacgéo, constitui a anormalidade basica no LES. Com isto, formam-se complexos
antigeno-anticorpos, os quais se depositam em varios tipos de tecidos e respondem, pelo
menos parcialmente, pela clinica do paciente (Yaniv Sherer, Alexander Gorstein et al. 2004,
Zhao, Zhou et al. 2016).

Os complexos imunes formados sao removidos mais lentamente que o normal no
LES, e este fato esta relacionado tanto a deficiéncias herdadas ou adquiridas de proteinas
do complemento, assim como a deficiéncia de receptores do mesmo das superficies
celulares, entre as quais deficiéncia de receptores de C3b na superficie dos eritrocitos-CR1
(Amano, Ferriani et al. 2008, Karamehic, Subasic et al. 2010, Sarma and Ward 2011).
Deficiéncia genética de C1q, C2 e C4 sao raras na populagao geral, porém a presencga de
alguma dessas condigdes ja caracteriza forte predisposi¢cdo ao LES. A deficiéncia de C1q
constitui o maior risco genético para a doencga, sendo associado em mais de 90% dos casos
(Smykat-Jankowiak and Niemir 2009, Lood, Eriksson et al. 2012, Sawada, Fujimori et al.
2019). Experimentos com ratos que apresentavam auséncia do gene que codifica para C1q
demonstraram ocorréncia de doenga renal semelhante aquela causada pelo LES. A biépsia
de rim dos animais revelou multiplos depdsitos de complexos imunes Davies et al. (1993)
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relataram aumento na concentracdo de imunocomplexos no bago de paciente com
deficiéncia de C2 e LES (Davies, Hillarby et al. 1993). De acordo com estudos realizados,
percebe-se que avia classica do SC contribui com a remog¢ao dos complexos imunes e
células apoptéticas, a via alternativa é um forte mediador da inflamac&o renal no lupus,
enquanto a via das lectinas estimula ativagao das duas vias anteriores (Sekine, Ruiz et al.
2011, Schneider, Alegretti et al. 2012).

3.1.2 Manifestag¢des Clinicas e Laboratoriais

O LES é uma doencga que envolve praticamente todos os componentes do sistema
imune e pode ser acompanhada de sintomas constitucionais semelhantes aqueles vistos
no inicio de infec¢des bacterianas. Fadiga, cefaléia, perda de peso e febre sdo comuns,
juntamente com a artralgia generalizada, mialgia e linfadenopatia (Goldman and Schafer
2018).

As manifestagdes clinicas da doenca dependem principalmente do tipo de anticorpo
presente, dos orgaos, células ou produtos das células atingidos e da capacidade do
organismo corrigir esses defeitos. O paciente pode se apresentar com queixas referentes
a um unico sistema (com manifestagdes adicionais aparecendo mais tarde) ou a doenga
pode ser multissistémica desde seu inicio (Sarma, 2011) . Uma monitoragao cuidadosa do
acometimento de orgaos e sistemas é de fundamental importancia para proporcionar
ajustes terapéuticos em tempo habil.

Muitos tipos de lesdes cutaneas (pele e mucosas) podem aparecer no lupus e cerca
de 40-90% dos pacientes apresentam essas lesbes como manifestacdo de
fotossensibilidade apds exposicao a radiacao solar ou artificial (lAmpadas fluorescentes ou
halégenas) (Ahluwalia and Marsch 2019). O que diferencia a manifestacao cutanea do LES
causada por fotossensibilidade de outras manifestagcdes nao relacionadas ao LES é que
ocorre uma reagao exacerbada na pele, com aparecimento em alguns dias apds a
exposi¢ao e duragao de aproximadamente 3 semanas, também pode estar associada a
sintomas sistémicos com artralgias e fadiga (Fava and Petri, 2018).

A erupcdo eritematosa facial, com distribuicio em asa de borboleta pelas
proeminéncias nasais e malares, poupando as pregas nasolabiais, € a erupgao cutanea
classica do LES, sendo observada em aproximadamente 50% dos pacientes e seu

aparecimento geralmente acompanha os surtos de agudizagéo da doenga (protocolo clinico
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e diretrizes terapéuticas, (Goldman and Schafer 2018)). O segundo achado de lesdo aguda,
em ordem de frequéncia, € uma erupgao maculopapular, que pode ser pruriginosa e
aparecer em qualquer parte do corpo, embora seja mais comum acima da cintura. A cura
ocorre sem a formac&o de cicatriz ou defeito de pigmentacéo. Ulceras orais e nasais, em
geral indolores, sao achados em cerca de um ter¢co dos pacientes (Goldman and Schafer
2018).

Alopecia pode aparecer de maneira difusa ou em placas sendo associada a apoptose
de células do foliculo capilar. A alopecia difusa € a mais comum e pode ser o primeiro sinal
de uma reagudizacédo da doencga. Alopecia em placas € mais rara e pode ou nao ter um
rash discéide no fundo da lesdo. O cabelo costuma crescer novamente quando a doencga é
controlada, e pode-se inclusive estimar o tempo de supressao da atividade inflamatéria de
um paciente pelo comprimento do cabelo que tornou a crescer (Goldman and Schafer
2018).

Os sintomas musculoesqueléticos com artralgias e artrites ndo erosivas sao uma das
caracteristicas clinicas mais comuns do LES, sendo encontradas em quase 90% dos
pacientes (Tani, Vagelli et al. 2018). As articulagdes interfalangianas proximais e
metacarpofalangianas das maos sdo as mais comumente sintomaticas, neste caso os
pacientes se queixam de rigidez matinal, edema e dor. Joelhos e punhos também sao muito
acometidos nos casos de LES. O padrao de envolvimento articular costuma apresentar-se
de forma simétrica e sem deformidades, a ndo ser em alguns casos raros, que atingem
cerca de 10% dos pacientes, os quais apresentam deformidades decorrentes de danos ao
tecido periarticular, incluindo tenddes e capsula articular, determinando uma condigéo
designada de artropatia de Jaccoud (Lins and Santiago 2015, Budhram, Yuen et al. 2016,
Zollars, Hyer et al. 2018). O liquido sinovial dos pacientes com artrite lupica mostra uma
contagem de leucdcitos entre 2.000 e 15.000, sendo principalmente linfécitos. O
acometimento muscular mais comum € a mialgia, que aparece em 40 a 50% dos casos. Ja
a miopatia, com elevagao de creatina fosfoquinase, raramente ocorre no LES (5 a 11% dos
casos) e pode ser observada como consequéncia da terapia com corticoides. A fibromialgia,
caracterizada por dor difusa, é relatada em cerca de 40% dos pacientes e pode contribuir
para achados de fadiga e depressao (Tani, Vagelli et al. 2018).

Por sua vez, alterac¢des renais sao frequentes no LES, aproximadamente 74% dos
pacientes sdo acometidos em algum momento da evolugéo da doenga, com predilegédo por
alguns grupos étnicos como por exemplo afrodescendentes e asiaticos (La Paglia, Leone
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et al. 2017, Yap, Yung et al. 2018, Durcan, O'Dwyer et al. 2019). A nefrite lUpica apresenta-
se oscilando entre estados de atividade e remissao e é considerada a causa mais frequente
do uso de doses elevadas de corticosteroides e imunossupressores, a condigao que mais
requer internagdo hospitalar, € um indicador de mau progndstico e o principal fator
relacionado ao aumento da mortalidade (Yap, Yung et al. 2018).

A doenca renal geralmente é decorrente do depdsito de imunocomplexos circulantes
ou da formacao local desses complexos nos glomérulos, levando a ativagdo do SC e
subsequente recrutamento de células inflamatdrias. A hipertensao pode ser decorrente de
um envolvimento renal mais significativo o que caracteriza que o paciente com nefrite lUpica
tem sobrevida menor que a populacéo geral com LES sem nefrite (Vozmediano, Rivera et
al. 2012).

As chances de que um individuo desenvolva lesao renal diminuem a medida que
avancga a idade do aparecimento da doenga. Para aqueles pacientes que desenvolvem
insuficiéncia renal, o transplante de rim € uma solugdo comprovada, embora a doenca
possa vir a recorrer no orgéo transplantado (Toong, Adelstein et al. 2011).

Doenga coronariana em paciente lupico pode ser ocasionada por uma arterite das
artérias coronarias, mas na grande maioria das vezes, € um reflexo de doenca
aterosclerdtica precoce, a qual € vista principalmente em pessoas com hipertensido e
sindrome nefrética, tratadas com corticéides por pelo menos 1 ano. Pacientes com LES tém
um risco consideravel de morbidade e mortalidade cardiovascular devido a doenca
coronariana e aterosclerose acelerada, essa, quando precoce vem sendo cada vez mais
reconhecida como sendo muito prevalente no lupus, e as placas aterosclerdticas pré-
clinicas nas cardétidas tém sido descritas em 37% dos pacientes quando comparado a 15%
de controles saudaveis. Embora nao se tenha definido os mecanismos especificos do lupus
que confirmem um risco adicional para arterosclerose, € muito provavel que a inflamacéao
cronica associada a ativagcao do sistema imune agrave o dano vascular. A mortalidade
devida a arterosclerose chega a ser até 10 vezes maior em pacientes com LES do que em
controles saudaveis (Roman, Salmon et al. 2001, Kakuta, Dohi et al. 2016, La Paglia, Leone
et al. 2017).

A pericardite € a manifestagdo cardiaca mais comum, e esta associada a presenca
local de autoanticorpos e imunocomplexos. Normalmente se manifesta pela dor toracica

subesternal que melhora com a inclinacéo para frente e pode ser exacerbada por inspiracao
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ou tosse. O diagnostico € feito apenas através do ecocardiograma ou autopsia (Goldman
and Schafer 2018).

Muitas caracteristicas neuropsiquiatricas sao descritas em pacientes com LES em
relagdo ao sistema nervoso central (SNC), sistema nervoso periférico (SNP), bem como
transtornos psiquiatricos como, por exemplo, os disturbios cognitivos e alteragao de humor
que passam muitas vezes despercebidos ou sdo atribuidos ao estresse causada pela
doenga (Di Battista, Marcucci et al. 2018). Uma avaliagédo correta depende de cuidadosa
historia clinica, exames fisicos, laboratoriais e, em alguns casos, avaliacdo do liquido
cefalorraquidiano e por métodos de imagem (Fava and Petri 2018). Manifesta¢cdes do SNP,
como polineuropatia, miastenia gravis e sindrome de Guillain-Barré, mesmo sendo raras,
sdo uma das principais causas de morbidade (Quintanilla-Gonzalez, Atisha-Fregoso et al.
2017, Toledano, Orueta et al. 2017).

O American College of Rheumatology definiu 19 sindromes neuropsiquiatricas que
podem estar associadas ao LES. As manifestacbes mais comuns, provavelmente
atribuiveis a cerebrite do lupus incluem: disfungéo cognitiva em 17% a 66% dos pacientes;
psicose ou transtorno de humor, sendo a primeira relatada em até 8%; doenga vascular
cerebral em 5% a 18%; e convulsdes em 6% a 51%. A vasculopatia nao inflamatéria de
pequenos vasos € a forma de lesdo mais comum, sendo responsavel pela ocorréncia de
microinfartos. Este esta relacionado com a presencga do anticorpo antifosfolipideo que, por
ser trombogénico, promove multiplas embolias. As convulsbes podem preceder o quadro
completo do lupus; enquanto a cefaléia, do tipo enxaqueca, pode ocorrer isoladamente e
responde a aumento na dose de corticoides. Depressao e psicose sao manifestagdes
comuns do SNC em pacientes com LES, podendo aparecer anos antes de outras
manifestacdes da doencga. O envolvimento dos nervos cranianos e oculares, provavelmente
devidos a vasculopatia e isquemia focal, pode, ocasionalmente, afetar a visdo (Shoenfeld,
Zandman-Goddard et al. 2008, Petri, Orbai et al. 2012, Fava and Petri 2018).

Algumas alteracbes nos exames laboratoriais sdo muito comuns no LES e podem
ser encontrados no momento do diagnoéstico ou podem ocorrer posteriormente, como parte
do espectro clinico da doenca ou induzido por medicamentos. A anemia € identificada em
aproximadamente 50% dos pacientes e classicamente causada por anticorpos anti-
eritrocitarios, porém é multifatorial, podendo ndo estar associada a um teste de Coombs
positivo ou a hemolise microangiopatica, ou mesmo refletir uma doenga crénica. A

leucopenia, especialmente a linfopenia, € observada principalmente quando a doenca esta
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ativa. Este quadro pode ser causado por efeito das drogas; presenca de anticorpos
especificos para linfocitos; tendéncia a apoptose espontanea dos linfécitos e depressao da
medula 6ssea. Casos de leucocitose tém como principal causa infecgdo ou uso de
corticéides. A purpura trombocitopénica idiopatica pode ser uma manifestacao inicial do
LES e a trombocitopenia, que acomete um ter¢co dos pacientes, pode ser induzida por
anticorpos antiplaquetarios que podem causar hemorragia ou associadas a anticorpos
antifosfolipides (Sarma and Ward 2011).

Os autoanticorpos mais caracteristicos do LES tém como principal alvo as particulas
intracelulares que contém acidos nucléicos e suas proteinas de ligagdo. Estudos sugerem
que os autoanticorpos que reagem contra certas proteinas do RNA, como a proteina Ro,
ocorrem precocemente em fase pré-clinica a doenga, assim como a positividade para
anticorpos antinucleares (FAN). Estes sao seguidos pelo aparecimento de anticorpos anti-
DNA e, posteriormente de anticorpos especificos para a proteina Smith (SM) e a
ribonucleoproteina (RNP) quando préximos do diagnostico (Yaniv Sherer, Alexander
Gorstein et al. 2004, Goldman and Schafer 2018).

Apesar da variedade e diferente grau de acometimento no individuo, todas essas
manifestagcdes clinicas tém impacto significativo na qualidade de vida dos pacientes,
podendo levar a incapacidade e comprometimento funcional das atividades diarias. Ja os
achados laboratoriais auxiliam no diagnostico da doenga, assim como no acompanhamento
de atividade da doenca. Visto isso, considera-se de extrema importancia a realizacado de
uma avaliagao clinica cuidadosa e comprometimento dos pacientes em seguir corretamente

as instrugdes médicas.

3.1.3 Diagnostico e Avaliacao da Atividade e Dano Cumulativo da Doenga

Por ser uma doenca multissistémica, muitas vezes de inicio insidioso e com
apresentacao clinica variavel, o diagnéstico de LES é dificil, lento e raramente realizado na
avaliacao inicial, pois nenhuma alteragao clinica ou biomarcador laboratorial, isoladamente,
realiza o diagnostico, apesar de algumas dessas alteragées serem muito sugestivas de tal
enfermidade (Durcan, O'Dwyer et al. 2019).

Em 1982, o American College of Rheumatology (ACR) propés os critérios de
classificagao para LES, (Tan, Cohen et al. 1982), que foram revisados em 2019, originando

o European League Against Rheumatism/ American College of Rheumatology
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(EULAR/ACR-2019) (Lundberg, Tjarnlund et al. 2017). O novo critério classificatorio para
LES inclui 22 caracteristicas relacionadas a doenca, sendo que cada uma recebe um peso,
sendo necessario completar pelo menos 10 pontos para a classificagdo como LES, porém
mais de 50% dos pacientes ndo os preenchem ao mesmo tempo, ainda que todos eles
completem os 10 pontos em algum momento da evolugéo da doenga (Quadro 1). Apesar
de ndo ser uma alternativa suficiente para diagndstico, essa anadlise € util em casos de
duvida na patologia, para auxiliar o clinico no diagndstico; em estudos epidemioldgicos; e
para indicar atividade ou nao da doenca (Yu, Gershwin et al. 2014).

Ao longo dos anos, outros critérios diagndsticos foram surgindo, como o Systemic
Lupus International Collaborating Clinics (SLICC’12), criado em 2012. Neste caso, o LES é
classificado por presenga de 4 dos 17 critérios (incluindo pelo menos um critério clinico e
um imunoldégico), sendo considerados cumulativos e também nao precisam estar presentes
simultaneamente; ou por nefrite lupica comprovada por bidpsia na presengca de FAN ou

anti-DNA, sendo considerado um critério autbnomo (Macedo and Isaac 2016).
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QUADRO 1 — CRITERIOS DE CLASSIFICAGAO DO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

(EULAR/ACR-2019)

Criteria Definition

Antinuclear antibodies (ANA) ANA at a titre of =1:80 on HEp-2 celks or an equivalent positive test at least once. Testing by immunofluorescence on HEp-2 cells or a solid
phase ANA screening immunoassay with at least equivalent performance is highly recommended

Fewver Temperature >38.3°C

Leucopenia White blood cell count <4.0:=10%1

Thrombocytopenia Platelet count <100x10.9/

Autoimmune haemolysis

Delirium

Psychosis

Seizure

Mon-scarring alopecia

Oral ulcers

Subacute cutaneous or discoid
lupus

Acute cutaneous lupus

Pleural or pericardial effusion
Acute pericarditis

Joint involvement

Proteinuria =0.5 g/24 hours

Class Il or V lupus nephritis on renal
biopsy according to ISN/RPS 2003
dassification

Class Il or IV lupus nephritis
on renal biopsy according

to International Society of
Mephrology! Renal Pathology
Society (ISN/RPS) 2003
Positive antiphospholipid
antibodies

Low C3 OR low C4

Low C3 AND low C4

Anti-dsDNA antibodies OR anti-
Smith (Sm) antibodies.

Evidence of haemolysis, such as reticulogytosis, low haptoglobin, elevated indirect bilirubin, elevated lactate dehydrogenase (LDH) AND
positive Coomb's (direct antiglobulin) test.

Characterised by (1) change in consciousness or level of arousal with reduced ability to focus, (2) symptom development over hours to <2
days, (3) symptom fluctuation throughout the day, (4) either (4a) acute/subacute change in cognition {eg, memory deficit or disorientation),
or (4b) change in behaviour, mood, or affect (eq, restlessness, reversal of sleep/wake oycle)

Characterised by (1) delusions andior hallucinations without insight and (2) absence of delirium

Primary generalised seizure or partialfocal seizure

Mon-scarring alopecia observed by a dinician®

Oral ulcers observed by a clinician™

Subacute cutaneous lupus erythematosus observed by a clinician™: Annular or papulosquamous (psoriasiform) cutaneous eruption, usually
photodistributed

Discoid lupus erythematosus observed by a dlinician™: Erythematous-violaceous cutaneous lesions with secondary changes of atrophic
scaring, dyspigmentation, often follicular hyperkeratosisthaematological(scalp), leading to scarring alopecia on the scalp

If skin biopsy is performed, typical changes must be present. Subacute cutaneous lupus: interface vacuolar dermatitis consisting of a
perivascular lymphohistiogytic infiltrate, often with dermal mucin noted. Discoid lupus: interface vacuolar dermatitis consisting of a
perivascular andior periappendageal ymphohistiocytic infiltrate. In the scalp, follicular keratin plugs may be seen. In longstanding lesions,
mudn deposition and basement membrane thickening may be noted

Malar rash or generalised maculopapular rash observed by a clinidan

If skin biopsy is performed, typical changes must be present: interface vacuolar dermatitis consisting of a perivascular lymphohistiocytic
infiltrate, often with dermal mucin noted. Perivascular neutrophilic infiltrate may be present early in the course

Imaging evidence (such as ultrasound, X-ray, CT scan, MRI) of pleural or pericardial effusion, or both

=2 of (1) pericardial chest pain (typically sharp, worse with inspiration, improved by leaning forward), (2) pericardial rub, (3)
electrocardiogram (EKG) with new widespread ST-elevation or PR depression, (4) new or worsened pericardial effusion on imaging (such as
ultrasound, X-ray, CT scan, MRI)

EITHER (1) synowitis involving two or more joints characterised by swelling or effusion OR (2) tenderness in two or more joints and at least
30 min of moming stiffness

Proteinuria =0.5 g/24 hours by 24 hours urine or equivalent spot urine protein-to-creatinine ratio

Class II: mesangial proliferative lupus nephritis: purely mesangial hypercellularity of any degree or mesangial matrix expansion by light
microscopy, with mesangial immune deposit. A few isolated subepithelial or subendothelial deposits may be visible by immune-fluorescence
or electron microscopy, but not by light microscopy

Class V: membranous lupus nephritis: global or segmental subepithelial immune deposits or their morphological sequelae by light microscopy
and by immunofluorescence or electron microscopy, with or without mesangial alterations

Class IlI: focal lupus nephritis: active or inactive focal, segmental or global endocapillary or extracapillary glomenulonephritis involving <50%
of all glomeruli, typically with focal subendothelial immune deposits, with or without mesangizl alterations

Class IV: diffuse lupus nephritis: active or inactive diffuse, segmental or global endocapillary or extracapillary glomerulonephritis involving
=50% of all glomeruli, typically with diffuse subendothelial immune deposits, with or without mesangial alterations. This dass indudes cases
with diffuse wire loop deposits but with little or no alomerular proliferation

Anticardiolipin antibodies (IgA, IgG, or IgM) at medium or high titre (=40 A phospholipids (APL), GPL or MPL units, or >the 99th percentile)
or positive anti-B2GP1 antibodies (lgA, IgG, or IgM) or positive lupus anticoagulant

C3 OR C4 below the lower limit of normal

Both C3 AND C4 below their lower limits of normal

Anti-dsDNA antibodies in an immunoassay with demonstrated =90% specificity for 5LE agzinst relevant disease controls OR anti-Sm
antibodies

ISN/RPS Intemational Society of Nephrology/Renal Pathology Sodiety
*This may include physical examination or review of a photograph.
dsDNA, double-stranded DNA; SLE, systemic lupus erythematosus.

Fonte: Lundberg, Tjarnlund et al. (2017)

Os testes laboratoriais podem ser muito Uteis para o diagnéstico de LES. Todos os

elementos celulares do

sangue podem ser afetados, de forma que o hemograma completo

€ essencial no auxilio do diagnédstico e no tratamento. Anemia normocitica, normocrémica

e leucopenia, principalmente linfopenia, sdo achados comuns na doenga ativa (Abbas,

Gorial et al.).
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O tempo parcial de tromboplastina prolongado pode indicar a presenga de anticorpos
antifosfolipides patogénicos. A velocidade de hemossedimentacao (VHS), embora seja um
parametro muito inespecifico de inflamacgéao sistémica, € muitas vezes monitorada e pode
indicar atividade da doenca. Mesmo o VHS sendo considerado um exame pobre para o
diagnostico, € mais indicado que a proteina C reativa, uma proteina de fase aguda, que
apresenta valores baixos, inclusive quando a doenga esta em atividade. Esta defasagem
entre a proteina C reativa e VHS é bem util em casos de febre, para separar a febre
originaria do lupus daquela de uma infecgao associada (Griffiths, Mosca et al. 2005).

O exame de urina com avaliagao microscopica é outro exame laboratorial essencial
em vista da frequéncia de proteinuria no lupus, além disso, presenca de proteinas,
eritrocitos, leucdcitos e cilindros celulares sugerem doenca glomerular ativa (Edelbauer,
Kshirsagar et al. 2011, Vozmediano, Rivera et al. 2012).

As proteinas do SC sao ativadas por imunocomplexos, como aqueles que se formam
em pacientes com LES. Os produtos de ativagado que decorrem da clivagem enzimatica dos
componentes do complemento promovem inflamagao, ligando-se aos receptores na
superficie celular de fagdécitos mononucleares, e indiretamente, agindo como agentes
quimiotaxicos no recrutamento de células inflamatérias. A diminuicdo dos dois
componentes mais estaveis do complemento, o C3 e o C4, pode ser medida no soro, sendo
esta redugéo de niveis indicativa de maior consumo e maior atividade da doenga. Alguns
laboratérios usam também como medida funcional a deteccdo da atividade total do
complemento hemolitico (CHso). Combinado com a titulagdo do anticorpo anti-dsDNA, a
qual também esta elevada durante a doenca aguda, € um guia util ndo s6 para o
acompanhamento da doenga como para a avaliagao de eficacia do tratamento (Sarma and
Ward 2011).

Uma avaliagédo clinica global determinada por cuidadosa historia e exame fisico
associado a exames sanguineos, urinario e soroldgico suportam o diagnostico de LES.
Como observado em muitas outras doencas sistémicas, infeccdes e malignidades, por
terem um quadro clinico semelhante, devem ser incluidas no diagndstico diferencial até o
diagndstico de certeza do LES (Abbas, Gorial et al. 2019).

Apos o diagnéstico de LES, é importante determinar o grau de atividade da doenca
porque ela guiara a terapéutica. Um dos principais indices de atividade atualmente utilizado
€ o0 SELENA-SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index) composto
por 24 itens, dos quais 16 sdo referentes a caracteristicas clinicas, incluindo sinais e
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sintomas do paciente e 8 referentes a caracteristicas laboratoriais (Anexo 1). Cada item
recebe um peso (variando de 1 a 8), de acordo com sua importancia ou gravidade, e no
final estes pontos sdo somados resultando em um escore. Valores superiores a 6 indicam
doenca ativa, sendo necessario iniciar um tratamento medicamentoso; variagao de trés
pontos entre uma visita e outra é aceita como ativagado da doencga; e variagbes maiores ou
iguais a 12 pontos significam atividade grave (Freire, Souto et al. 2011), porém, apesar
desses valores encontrados na literatura, eles variam dependendo do profissional que
conduz o tratamento. Este questionario ndo é utilizado na rotina médica, apenas avalia a
atividade da doenga com relagao aos ultimos 10 dias que precederam a consulta, auxiliando
o clinico na conduta do paciente (Touma, Gladman et al. 2011).

Nas ultimas décadas, houve consideravel melhora no manejo da doenga e na taxa
de sobrevivéncia, porém a morbidade causada por dano permanente aos 6rgaos
permanece alta. Visto isso, em 1997 criou-se o SLICC/ACR-DI (Systemic Lupus
International Colaborating Clinics/ American College of Rheumatology — Damage Index),
uma avaliagado que mede a taxa de danos irreversiveis resultantes da atividade da doencga,
de seu tratamento e por comorbidades (ANEXO 2). Para evitar confusédo entre atividade de
doencga e dano, sdo abordados 12 sistemas organicos que detectam danos ocorridos aos
pacientes, a despeito de sua causa, podendo resultar da atividade da doenca ou de sua
terapia, como também de doencgas intercorrentes como cancer e diabetes. Para ser
considerado irreversivel, o dano deve estar presente por pelo menos 6 meses, com excecao
de infarto agudo do miocardio e acidente vascular cerebral, que sdo registrados assim que
ocorrem (Freire, Souto et al. 2011).

A heterogeneidade clinica e sorolodgica caracteristicos do LES tornam o diagnéstico
um grande desafio. Independente do critério adotado, sabe-se que nenhum é exato o
suficiente para ser utilizado independente no diagnostico, nesse caso, a atuagéo do
reumatologista é essencial para avaliar o histérico clinico do paciente, juntamente com
exames laboratoriais, principalmente os parametros hematoldgicos, urinarios e perfil de
auto anticorpos e assim chegar a um diagnostico. Uma cuidadosa histéria medicamentosa
também deve ser colhida, uma vez que diversas drogas podem desencadear sindromes

semelhantes ao LES (Freire, Souto et al. 2011).
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3.2 SISTEMA COMPLEMENTO

3.2.1 Sistema complemento e LES

O SC foi descoberto na década de 1890, quando sua fung¢do foi atribuida a
‘complementar” o processo de morte bacteriana através de anticorpos presentes no
sangue. Atualmente, sabe-se que o SC é composto por mais de 35 proteinas plasmaticas
e de superficie celular que participam da imunidade inata contra microrganismos, além de
ser o principal mediador humoral do processo inflamatério. Esse complexo sistema esta
envolvido na resposta imunoldgica pela geragao de fragmentos que promovem a lise
celular, quimiotaxia das células inflamatdrias, aumento da fagocitose por neutréfilos e
macrofagos, participacao na ativagcao de células B e T, e remogao de imunocomplexos (IC)
circulantes e células apoptéticas (Macedo and Isaac 2016, Sawada, Fujimori et al. 2019)

As proteinas do SC sao produzidas principalmente no figado e sdo encontradas no
plasma na sua forma inativa. Para que o SC exerga suas funcgdes, este deve ser ativado,
originando fragmentos com diferentes caracteristicas e fungdes. A ativagao ocorre de forma
rapida, apos influéncia de estimulo especifico, seguido de uma cascata de auto-
amplificacdo (Macedo and lIsaac 2016). Existem trés vias principais de ativacdo do
complemento: a via classica (VC), ativada predominantemente por anticorpos IgM ou 1gG
ligados aos antigenos; a via alternativa (VA), ativada nas superficies das células
microbianas e apoptdticas, na auséncia de anticorpos; e a via das lectinas (VL), a qual é
ativada por uma lectina ligante de manose (MBL), ficolinas ou colectinas que reconhecem
residuos de carboidratos nos microorganimos (Figura 3). Embora as vias de ativagao do
SC se diferenciem na forma como sao iniciadas, todas resultam na geragdo de complexos
enzimaticos (C3 convertases) capazes de clivar a proteina mais abundante do
complemento, o componente C3. As vias alternativa e das lectinas sdao mecanismos
efetores da imunidade natural, enquanto a via classica € um componente fundamental da
imunidade humoral adquirida (Lood, Eriksson et al. 2012, Beltrame, Boldt et al. 2015,
Vignesh, Rawat et al. 2017).

Para que a atividade de opsonizagao e remogao de celulas apoptoticas e necroticas
mediadas pelas proteinas do SC sejam efetivas, € necessaria a perfeita requlagao deste
sistema. Caso exista uma ativagdo inapropriada ou deficiéncia de alguma proteina da

cascata, ou mesmo uma ativagdo desregulada, alguns disturbios podem surgir, como
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ocorre nas DAls. Nesse caso, os complexos imunes ndo sao eliminados, o complemento
torna-se cronicamente ativado, promovendo a inflamagdo (Sarma and Ward 2011,
Beltrame, Boldt et al. 2015, Kremlitzka, Macsik-Valent et al. 2016, Park, Raymond et al.
2019)

O complemento pode ser ativado nos tecidos por meio de complexos imunes, de
fosfolipideos e proteinas mitocondriais, expostos apds isquemia tecidual e reperfusio.
Esses ativam o complemento diretamente, ligando C1g ou MBL, ou indiretamente pelos
anticorpos naturais ou proteina C reativa, que ativam a via classica. O complemento que é
ativado nos sitios de injuria tecidual vai causar dano pela deposi¢ao do complexo de ataque
a membrana (MAC) e de ligantes com C4b e C3b que ativam leucdcitos com receptores do
complemento. As anafilatoxinas C3a e C5a liberadas também contribuem para amplificar a
injuria ao promover ativacdo de células inflamatoérias. Células e tecidos necroéticos nao
expressam as moléculas regulatorias que previnem a ativagdo do complemento em tecidos
normais (da Rosa Utiyama, da Silva Kotze et al. 2005).

No LES a ativacdo do complemento por complexos imunes que se depositam em
multiplos 6rgaos, esta diretamente ligada a fisiopatologia da doenga. A deficiéncia
homozigoética hereditaria de C1qg, C1r, C1s, esta fortemente associada com a
susceptibilidade a doenca, sendo que aproximadamente 93% dos pacientes tém deficiéncia
de C1q e 60% com deficiéncia de C1r e C1s. O comprometimento na ativagdo da via
classica, decorrente dessa deficiéncia, ja esta bem caracterizado e vai refletir diretamente
na solubilizacdo, bem como na remocédo dos complexos imunes, favorecendo o depdsito
destes principalmente nos rins, paredes de vasos e artérias (processo inflamatério). A
participacdo do complemento na eliminagao de células apoptoticas dos tecidos também &
um fator importante na remocéao de residuos celulares, como componentes citoplasmaticos
e nucleares parcialmente degradados. Diante de uma deficiéncia do complemento,
principalmente de C1q, ha falha na remogéao desses residuos, que pode também suscitar
uma resposta autoimune (Abbas, Gorial et al. 2019). Ocorre também o reconhecimento
inadequado de células do préprio organismo, causando ativagao desnecessaria de células
B e T. Deficiéncia de C2 (30%) e C4 (70%) também esta associada ao desenvolvimento de
LES, embora a correlagdo nao seja tao forte quanto a deficiéncia de C1q (Truedsson,
Bengtsson et al. 2007).

Estudos ao longo das Uultimas trés décadas gradualmente trouxeram melhor

compreensao do papel da VA na fisiopatologia e na progressao do LES, ressaltando seu
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envolvimento na gravidade da doenga, relacionada em especial a nefrite lupica, assim como
nas manifestagdes extra renais (Bao and Quigg 2007, Sekine, Ruiz et al. 2011, Song, Guo
et al. 2017).

A VA ¢é ativada principalmente na superficie das células alvo, préprias ou
microbianas, na auséncia de anticorpos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2007). Inicia-se com
a hidrélise de C3, proteina do complemento mais abundante no plasma, em C3b, uma
fragao ativa que se liga covalentemente a superficie da célula alvo. A proteina Fator B (BF)
liga-se a C3b, sendo clivada por uma serina protease plasmatica denominada Fator D,
originando um fragmento menor Bb, que permanece ligado ao C3b. Nas células alvo, o
complexo formado (C3bBb) desencadeia a cascata de amplificagao, pois € estabilizado pela
proteina properdina, responsavel pela ativacdo dos neutrofilos e pela prevencao da
clivagem do complexo pelo Fator H, proteina reguladora da via alternativa. Em células
normais do hospedeiro, o Fator H liga-se rapidamente ao complexo C3bBb, deixando este
inativo. O destino da molécula de C3b ligada a uma superficie sera determinado pela
afinidade relativa de C3 ao fator H, regulador negativo, ou ao BF, regulador positivo da via
alternativa (Sarma and Ward 2011).

Pesquisas sugerem que a regulagao da VA é a chave para o controle do LES. Jessy
et al. (2007) através de experimentos em ratos com lupus cerebral, comparou o
desenvolvimento da doenga em um grupo que apresentava concentragcdo de BF suprimida
com um grupo que tinha a concentragdo normal. Observou-se que no primeiro grupo o
depdsito de IgG e C3 no cérebro estava reduzido, além de ocorrer diminui¢do na ativagao
dos neutrdéfilos e da apoptose, 0 que sugeriu diminuicdo na expressao da via alternativa
como sendo um fator de protecao a cerebrite lUpica. Por sua vez, estudos de Boa et al.
(2011), em ratos com deficiéncia no Fator H, demonstraram significativo aumento de
albuminuria, depdsito de imunocomplexos nos glomérulos, reacao inflamatéria nas paredes
dos capilares, além de morte prematura por faléncia renal, enquanto o grupo controle nao
apresentou alteracdes significativas (Bao, Haas et al. 2011). O fator H é considerado um
fator de protecdo muito importante na nefrite lUpica, capaz de controlar a ativacdo de C3
causada pelo depdsito de imunocomplexos nos glomérulos, impedindo o rapido avango da
doenga. Os dados do estudo sugerem que a supressao do fator H acelera o
desenvolvimento da nefrite lupica. Ceribelli et al. (2009), avaliaram o sistema complemento
durante fases diferentes do desenvolvimento do LES em humanos e chegaram a
conclusdes similares aos estudos anteriores, confirmando que a regulagcdo do SC,
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principalmente da via alternativa, pode retardar o desenvolvimento do LES. Os autores
sugerem que a mesma pode ser considerada um potencial alvo terapéutico na doenca.
Até o momento, sabe-se que 6 diferentes receptores de reconhecimento padrao
(PRRs) desencadeiam a ativagdo da VL: 3 ficolinas (MFCOLIN, L-ficolina e H-ficolina,
também conhecidas como ficolina-1, ficolina-2 e ficolina-3, respectivamente) e 3 colectinas
(MBL, colectina 11 ou colectina de rim-1 ou CL-K1 e colectina 10 ou coletin-L1 ou CL-L1).
Semelhante a VA, a VL pode ser ativada na auséncia de complexos imunes pela ligacao
de PRMs (moléculas de reconhecimento padrao) a carboidratos ou compostos acetilados
nas superficies de patdogenos (PAMPs) ou células apoptdéticas (DAMPs). Os PRMs formam
complexos com as serinas proteases, MASPs (MASPs 1 e 2), e com proteinas associadas
a MBL (MAps19 e 44) (Hisano, Matsushita et al. 2007, Dobd, Major et al. 2011, Jani,
Kajdacsi et al. 2014). Apos a ligagao dos complexos PRR / MASP aos alvos apropriados,
as MASPs tornam-se ativadas a partir de pro-enzimas (zimogénicos) e catalisam a clivagem
de C4 e C2, para gerar C3 convertase (C4bC2a), desencadeando a cascata de ativagao do
complemento (FIGURA 3) (Beltrame, Catarino et al. 2015). Para dar inicio a cascata da VL
€ necessario que MASP-1 clive MASP-2, a qual é estruturalmente homodloga as proteases
C1r e C1s da VC, responsaveis por clivar C2 e C4, nesse momento as vias classica e das
lectinas assumem o mesmo curso de ativagao do complemento. MASP-3 quando em alta
concentragédo, compete com MASP-1 e MASP-2 e se liga a MBL inibindo a VL, por outro
lado, concentragdes menores de MASP-3 ativa o pré-fator D em fator D, dando seguimento
a VA. O papel da VL de compartilhar do mesmo caminho tanto da VC quanto da VA ressalta
a sua importancia na fisiopatologia do LES (Medjeral-Thomas, Troldborg et al. 2018).
Nesse contexto, estudos recentes mostram que o complemento exerce um papel
duplo na progressao do LES, apresentando tanto uma fungéo protetora como patogénica,
devido a um balango entre o seu papel na remocdo de complexos imunes e células
apoptoticas e o seu papel na inflamacgao. A via classica, embora envolvida no dano tecidual
iniciado por autoanticorpos, contribui beneficamente no clearence dos IC e células
apoptodticas, enquanto a via alternativa é considerada o mediador chave da inflamacéao e
um forte mecanismo de patogenicidade, em especial na nefrite lupica, ja a importancia da
via das lectinas se da principalmente por ser ativada na auséncia de anticorpos e por suas
proteinas iniciadoras agirem ativando ou inibindo tanto a VC quanto a VA. Dessa forma, o
estudo do SC no LES pode contribuir para melhor esclarecimento da fisiopatologia da
doenga, além de ser considerado um alvo terapéutico em potencial, ja que é reconhecido
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como mediador central da inflamagdo (Lee and Werth 2012, Lins and Santiago 2015,

Macedo and Isaac 2016).

FIGURA 3 - VIAS DE ATIVAGAO DO COMPLEMENTO
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FONTE: Beltrame et al., 2015.

LEGENDA: MAC (complexo ataque a membrana); MBL (lectina ligante de manose); MASP
(serina- proteases associadas as MBL); CL-K1 = colectina renal 1; CL-L1 = colectina
hepatica 1; Poli-C9 = polimero de C9; P = properdina. NOTA: Via terminal = etapa final da

ativacdo do complemento com formagédo do MAC e levando a lise osmética do patdégeno.

3.2.2 Familia dos receptores de complemento

Sao descritos quatro receptores de complemento: CR1 (também conhecido como
grupo de diferenciagdo 35 ou CD35, ou ainda, receptor de C3b/C4b), CR2 (CD21), CR3
(CD11b/CD18) e CR4 (CD11¢/CD18). CR1 e CR2 sao expressos principalmente em células

B e células dendriticas foliculares, enquanto CR3 e CR4 s&o integrinas expressas nos

macréfagos e células dendriticas (Abbas, Gorial et al. 2019, Angel, Vaillant; et al. 2019).

Um quinto receptor de complemento, CRIg, foi descrito em 2006 (FIGURA 4).
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CR1 é uma glicoproteina de cadeia simples ligada a membrana, que atua como
principal regulador da ativagao do sistema complemento (Dykman, Cole et al. 1983, Wong,
Wilson et al. 1983, Dykman, Hatch et al. 1984). Além das células B e células dendriticas
foliculares anteriormente mencionadas, CR1 também € expresso em eritrocitos, mondcitos,
neutrofilos, algumas células T e poddcitos glomerulares. A estrutura de CR1 consiste em
uma série linear de modulos de curtas repeticdes de consenso (SCR) estruturalmente
relacionados, seguido por um curto dominio transmembranar e intracitoplasmatico, o que o
coloca na familia de proteinas reguladoras de ativagdo do complemento (RCA).

Polimorfismos de CR1 que alteram a expressao do gene ou a atividade da proteina
sdo comuns em diferentes populacbes e tém sido associados a diferentes doencas
infecciosas, como hanseniase e malaria, autoimunes, como LES e artrite reumatoide, e
neurodegenerativas, como Alzheimer (Arora, Grover et al. 2011, Kremlitzka, Polgar et al.
2012, Lord and Morgan 2013). O CR1 atua como receptor para C3b e C4b, regulando a
cascata de ativagdo do sistema complemento e removendo complexos imunes
opsonizados, da circulagdo sanguinea, exercendo assim atividade anti-inflamatoria
(Bennet, Sundberg et al. 2000, Arumugam, Magnus et al. 2006, Li, Yang et al. 2010).
Estudos demonstram que no LES baixa expressdo de CR1 e polimorfismos no gene,
contribui para o acumulo e deposicao de IC, provocando danos nos tecidos ou a agregagao
celular (Arora, Verma et al. 2004).

CR2 também ¢é expresso em linfécitos B maduros, um pequeno subconjunto de
células T periféricas, timdcitos precoces, basdfilos, mastécitos, queratindcitos e outros tipos
de células epiteliais (Lee and Werth 2012, Macedo and Isaac 2016, Pacheco, Barahona-
Correa et al. 2017).

CR3 e CR4 sao membros da familia das integrinas e compartilham cadeias 3 comuns
da forma 32. Eles sdo expressos em células fagociticas profissionais, tais como neutrofilos,
monadcitos e macréfagos, um subconjunto de linfécitos e eosindfilos. CR3 € uma molécula
multifuncional e possui fungdes 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 apresentacdo do antigeno (Lin,
Seshasayee et al. 2015, Macedo and Isaac 2016, Sawada, Fujimori et al. 2019).

CRIg é expresso exclusivamente em macréfagos residentes em tecido e macréfagos

sinusoidais, sua estrutura e fungdo sdo conservados em humanos e camundongos.
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Diferente dos outros receptores de complemento, CRIg é encontrado em associagdo com
a reciclagem constitutiva de vesiculas de membrana e participa na internalizacédo de
particulas C3-opsonizadas por KCs (células de Kupffer). CRIg é considerado um

componente critico do sistema imune inato (Alegretti 2011) (Abbas, Gorial et al.)

FIGURA 4 - (A) RECEPTORES DO SISTEMA COMPLEMETO E (B) OPSONIZAGAO MEDIADA POR C3B
COM RECONHECIMENTO POR CRIG

d
C3b  iC3b, C3d(g) iC3b iC3b C3b, iC3b, C3c
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Mondcitos Células B Mandcitos
Macréfagos Macréfagos Macrifagos
Neutrdfilos Neutrdfilos Neutrdfilos
Eritrécitos Células NK Células dendriticas
Células NK

FONTE: Adaptado de Chung; Park (2008).
LEGENDA: C3b, iC3b, C3d(g), C3c = fragmentos da proteina C3; CR1, CR2, CR3, CR4 = receptores de
complemento 1 a 4; CRIg = receptor de complemento da superfamilia das imunoglobulinas.

3.2.3 CRIg

O ultimo receptor de complemento descrito pretence a superfamilia das
imunoglobulinas (CRlg) (Helmy, Katschke Jr et al. 2006). CRIlg é uma proteina
transmembrana presente nos macréfagos, que reconhece os fragmentos C3b, iC3b e C3c
do complemento (Wiesmann, Katschke et al. 2006). A proteina CRIg é codificada pelo gene
VSIG4 (V-set and Ig domain containing protein 4), inicialmente denominado Z39/G, o qual
esta localizado na regido pericentromérica do cromossomo X humano (Xg12), com 18.3 Kb
e 8 exons (Langnaese, Colleaux et al. 2000). O exon 1 tem 117-182 pb e codifica o peptideo
sinal; o exon 2 tem 357 pb e codifica 0 dominio extracelular de Ig do tipo V (IgV); o exon 3
alternativo tem 282 pb e codifica 0 dominio extracelular de Ig do tipo C2 (IgC2); os exons 4
e 5tém 63 pb e 78 pb, respectivamente, e codificam a regido estrutural extracelular; o exon
6 tem 105 pb e codifica para a regiao transmembranar; e os exons 7 e 8, tém 22 pb e 732-

763 pb, respectivamente, e codificam a regido intracelular. Estes dois ultimos podem ser
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reunidos num sé exon em uma das isoformas, contendo 1123 pb ao total (FIGURA 5)

(Langnaese, Colleaux et al. 2000).

FIGURA 5 - REPRESENTAGAO ESQUEMATICA E LOCALIZAGAO DO GENE VS/G4 NO
CROMOSSOMO X
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FONTE: Adaptado de Langnaese et al., (2000).
LEGENDA: PS= peptideo sinal; IgV — dominio extracelular de Ig tipo V; IgC2= dominio extracelular de Ig tipo
C2; TM — regido transmembranar; IC = regido intracelular; Chr X= cromossomo X.

Helmy et al. (2006) clonaram duas variantes do gene VS/G4, uma forma longa
idéntica ao Z39Ig, que codifica uma proteina com 399 aa, com os dominios extracelulares
IgV e IgC2, denominada CRIg(L) ou VSIG4-001, e uma forma curta que ndo possui o exon
alternativo 3 e codifica uma proteina com 305 aa, com um unico dominio extracelular IgV,
denominada CRIg(S) ou VSIG4-003. As formas longa (IgV e IgC2) e curta (IgV) da proteina
CRIg estao presentes em humanos, enquanto camundongos expressam apenas a forma
IgV. Os dados mostram que o dominio do tipo V da proteina CRIg é essencial para a sua
capacidade de ligar componentes do complemento (fragmentos de C3) e promover a
fagocitose, enquanto o significado do dominio do tipo C2 permanece incerto. (Helmy,
Katschke Jr et al. 2006). Posteriormente, foi descrita uma variante denominada VSIG4-201,
que difere na regiao 3' UTR e na regido codificadora 3', comparada com a variante VSIG4-
001. A variante VSIG4-201 se caracteriza pela ndo traducdo do exon 8, o que resulta na
sintese de uma isoforma de CRIg com 321 aa com uma regido C-terminal mais curta em
relacéo a isoforma VSIG4-001 (FIGURA 6) (Stinghen 2015).
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FIGURA 6 - TRANSCRITOS DO GENE VSI/G4 E ISOFORMAS (a) VSIG4 001, (b) VSIG4-003 e (c)
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Fonte: Adaptado de Helmy et al., (2006).

NOTA: VSIG4 — 001: variante contendo 8 exons, codifica a isoforma CRIg(L) com 399 aa; VSIG4 — 003 =
auséncia do exon 3 alternativo (seta azul), codifica a isoforma CRIg(S) com 305 aa; VSIG4 — 201 = codifica
uma proteina com 321 aa devido a uma cadeia polipeptidica com a regido C-terminal mais curta (exon 8
nao traduzido, seta azul).

LEGENDA: PS= peptideo sinal; IgV — dominio extracelular de imunoglobulina (lg) tipo V; IgC2= dominio
extracelular de Ig tipo C2; TM — regido transmembranar; IC = regiéo intracelular.

CRIg é expresso em altas concentragbes em macrofagos do figado (células de
Kupfer - KC), células dendriticas, macrofagos residentes em varios tecidos. Em humanos a
proteina CRIg também foi detectada em macréfagos sinoviais, alveolares, da glandula
adrenal, coragdo, bago, células de Hofbauer e histiocitos da Iamina propria (HELMY et al.,
2006). O gene VSIG4 é expresso em diversos tecidos. As concentragdes mais elevadas de

RNA mensageiro (MRNA) foram encontradas no tecido adiposo, pulmao, baco, artérias
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adrenal e aorta, glandula adrenal es6fago, intestino delgado, nervo toracico, bexiga, colon
e sangue total (Lonsdale, Thomas et al. 2013). A isoforma VSIG4- 001 é a variante expressa
em maior quantidade na maioria dos tecidos, como o tecido adiposo, pulmao, bacgo, pele e
nervo tibial (Lonsdale, Thomas et al. 2013).

A rapida captura dos patdgenos pelo figado € crucial para evitar bacteremia
sistémica e envolve mecanismos da imunidade inata e adaptativa (Roozendaal and Carroll
2006). CRIg contribui para a eliminagdo de patégenos nos estagios iniciais da infecgao
através da captura dos patégenos pelas KCs. Isso foi observado em experimentos
realizados com camundongos deficientes em CRIg que demosntrou importante depuragao
de bactéria intracelular por macréfagos presentes nas células de Kupffer do figado,
impedindo a disseminagao das bactérias para outros 6rgaos. Esta protegéo oferecida por
CRIg foi evidenciada pela redugao em numero de bactérias e um aumento na sobrevivéncia
do animal. Resultados semelhantes foram obtidos quando o patégeno extracelular
Staphylococcus aureus foi analisado, levando a concluséo de que o CRIg € necessario para
a rapida depuracéo de bactérias intracelulares e extracelulares através de opsonizagéo por
C3 (Helmy, Katschke Jr et al. 2006). Entretanto, CRIg € um receptor de complemento nao
somente para patdgenos opsonizados, mas também para células autdlogas opsonizadas,
sugerindo uma via potencial na prevencdo da autoimunidade sistémica. Estudos em
camundongos demonstraram que CRIg participa na eliminagdo de plaquetas opsonizadas
com complemento (Kim, Bang et al. 2016).

Mediadores inflamatorios exercem seus efeitos sobre macrofagos regulando a
expressao de CRIg. Dessa forma, as citocinas sao capazes de alterar a expressao de CRIg
em macrofagos humanos (Gorgani, Thathaisong et al. 2011). Ao presenciar macréfagos
teciduais CRIg+, sugere-se homeostasia e redug¢do do quadro inflamatério (Ma,
Usuwanthim et al. 2015)

Campagne et al. (2007) através de experimentos em modelos animais, conseguiram
provar nao so a importancia do CRIg na defesa do organismo contra infecgoes e promocgao
da fagocitose, como também descobriram a propriedade desta proteina de interagir de
forma unica com a VA ao inibir sua ativacao, isso foi demonstrado em experimentos com
modelo murino que apresentava doencga inflamatéria (van Lookeren Campagne, Wiesmann
et al. 2007, Small, Al-Baghdadi et al. 2016). Em publicagao paralela, Vogt e colaboradores
(2006), também demonstraram atividade imunossupressora de CRIg in vitro e em

camundongos. Esse dominio extracelular IgV de CRIg por ser um potente inibidor das
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convertases da via alternativa (VA) do SC, indicando um potencial uso terapéutico deste
receptor (Vogt, Schmitz et al. 2006).

Experimentos em modelos animais com artrite utilizando CRIg na foram soluvel
(CRIg-Fc), demonstraram que era possivel reverter a inflamagao e a perda 6ssea em dois
modelos experimentais de artrite. Ao inibir a VA do complemento com a proteina soluvel, o
estudo demonstrou que a VA é essencial para a indugdo e progressao da doencga
(Katschke, Helmy et al. 2007). A participagdo de CRIg também foi investigada em um
estudo em que a proteina foi administrada em camundongos MRL / Ipr com lupus
(Lieberman, Mizui et al. 2015). O grupo relatou diminuigao da inflamagao cutanea e renal,
e diminuicdo da proteinuria e piuria em camundongos que receberam CRIg-Fc. Outro
estudo, utilizando modelo animal com artrite induzida, sugeriu que a via alternativa ndo é
apenas importante na inducdo da doenca, mas também na progressado desta e que o
dominio extracelular de CRIg pode ser considerado uma nova ferramenta para estudar os
efeitos de inibicdo da VA na doenga ja estabelecida, constituindo uma terapéutica
promissora com seletividade para um unico caminho do complemento (Gorgani,
Thathaisong et al. 2011)

Curiosamente, em 2010 descobriu-se que as células dendriticas humanas que
expressam CRIg suprimem a proliferacdo de células T, expressdo de marcadores de
atividade (CD25 e CD69) e produgéao de citocinas (Th1), sugerindo que o CRIg+ em células
dendriticas podem promover tolerancia e imunossupressao (Xu, Sun et al. 2010). Outro
estudo analisou a expressao da proteina CRIg em animais com tumor pulmonar e
perceberam que em baixa concentracdo de CRIg, o tamanho do tumor era
significativamente menor quando comparado ao grupo controle (Llao, 2014). Estes achados
sugerem que CRIg pode ter um papel na regulagdo da malignidade e possivelmente ser
utilizado como uma estratégia eficaz para o tratamento deste tipo de carcinoma (Van Loo,
Tousseyn et al. 2010, Liao, Guo et al. 2014, Small, Al-Baghdadi et al. 2016).

Estudos envolvendo a proteina e o gene VS/IG4 ainda sao raros, porém demonstram
relagdo com manifestagdo de doencas, inclusive autoimmunes. Tais aspectos corroboram
na importancia e relevancia da investigagcdo de polimorfismos no gene VSIG4,

possibilitando melhor compreencgao da fisiopatologia do LES.
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3.3 MASP-1

3.3.1 Gene MASP1

O gene MASP1 contém 18 exons , esta localizado no cromossomo 3q27-928,
abrangendo 76 kb e codifica para a formacao de 3 proteinas MASPs produtos de splicing
alternativos: MASP-1, MASP-3 e MAp44 (Andrade, Lidani et al. 2017).

As trés enzimas MASPs tém uma organizagao de dominio idéntica, que também &
semelhante a das duas serinas proteases da via classica, C1r e C1s. O dominio regulatério
(cadeia A) é composto por C1r / C1s, Uegf e proteina morfogenética éssea 1 (CUB1),
seguido pelo fator de crescimento epidérmico (EGF), um segundo dominio CUB (CUB2) e
dois complementos contiguos, proteinas de controle (CCPs) 1 e 2 (Andrade, Lidani et al.
2017).

O dominio regulador é responsavel pela dimerizagdo das MASP e pela ligagédo as
PRMs (moléculas de reconhecimento padrédo) e é seguido pelo médulo com a atividade
catalitica (cadeia B), o dominio da serina protease (SP). Os dominios CCP2 e SP séao
conectados através de um peptideo ligante (também denominado peptideo de ativagao),
onde uma ligagéo Arg-lle é clivada por autdlise quando complexos MASP / PRR se ligam a
patogenos, ligando as cadeias A e B através de uma ligagao dissulfeto (Figura 7) (Sato,
Endo et al. 1994, Thielens, Enrie et al. 1999, Gregory, Thielens et al. 2004, Kjaer, Thiel et
al. 2013).
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~___FIGURA 7- Estrutura do gene MASP1 e suas isoformas
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Fonte: O autor (2019).

LEGENDA: As cores dos exdns no gene e dos dominios da proteina sdo correspondentes. CUB1: C1r/C1s,
Uefg, proteina osso morfogenética; EFG: Fator de crescimento epidermal; CCPS: proteinas de controle do
complemento contiguo; UTR: Regi&do nao traduzida.

Estudo realizado em populagdo saudavel na Dinamarca, demonstrou que alguns
polimorfismos do gene MASP1 estao associados aos niveis séricos de MASP-1, MASP-3
e MAp44. Neste estudo, observou-se que heterozigotos de rs190590338 (G> A)
conduziram a um aumento na concentracdo média de MASP-1, enquanto o alelo menor de
rs7625133 (A> C) diminuiu a concentracdo de MAp44. Os alelos menores dos SNPs
rs3774275 (A> G), rs698090 (T> C) e rs67143992 (G> A) resultam em um aumento de
MASP-1 e MAp44 e uma diminuigdo nas concentragdes séricas de MASP-3. Os SNPs
rs72549154 (G> T) e rs35089177 (T> A) mostraram o efeito oposto, os alelos menores
resultaram em um aumento de MASP-3 e uma diminuicdo de MASP-1 e MAp44
(Ammitzbgll, Steffensen et al. 2013).

Em pacientes com fibrose cistica homozigotos (A / A) e alelos heterozigotos (G /
A), para o SNP rs850312 (G> A) foi associado ao inicio mais precoce da colonizagao por
Pseudomonas aeruginosa (Haerynck, Van Steen et al. 2012). Um polimorfismo nao
sindnimo (rs38343199) no exon 10 (G> A) localizado no dominio MASP-1 e MASP-3 CCP2
foi avaliado no lupus eritematoso sistémico (LES), na sindrome da resposta inflamatdria
sistémica (SRIS) e / ou pacientes com sepse. No entanto, nenhuma associagao foi
encontrada entre esta substituicido de aminoacidos e as doengas (Weiss, Madsen et al.
2007). Algumas mutacdes no gene MASP-1 também estao relacionadas a sindrome 3MC
(Malpuech-Michels-Mingarelli-Carnevale) autossdmica recessiva. Essa sindrome é
caracterizada por um espectro de anomalias no desenvolvimento que incluem dismorfia

facial como presenga de olhos espacgados (hipertelorismo), estreitamento da abertura
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ocular (blefarofimose), palpebras caidas (ptose), sobrancelhas altamente arqueadas e uma
abertura no labio superior (fenda labial) com um abertura no céu da boca (fenda palatina),
além de atraso no desenvolvimento, deficiéncia intelectual, perda auditiva e crescimento
lento apos o nascimento, resultando em baixa estatura (Atik, Koparir et al. 2015).

Tais estudos, mesmo nao encontrando correlagao direta dos SNPs analisados com o LES,
justificam a importancia do estudo de outros polimorfismos do gene MASP-1, visto que suas
proteinas MASP-1 e MASP-3 atuam diretamente na Via das Lectinas (VL) do SC e

apresentam importante correlagdo com processos inflamatérios.

3.3.2 PROTEINA MASP-1

A MASP-1 foi caracterizada por Matsushita e Fujita (1992) como a primeira serina
protease do tipo C1s e foi associada a MBL. Esta serina protease desempenha um papel
central no inicio da VL, realizando a ativacdo de MASP-2 e formando complexos com
moléculas de reconhecimento padrédo (PRMs) da VL: MBL, ficolinas e colectinas, que se
ligam a padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) e/ou padrées moleculares
associados a dano celular (DAMPs) e entdo ativam a cascata do complemento (Andrade,
Lidani et al. 2017).

Sua concentracao é 20 vezes maior que MASP-2 no plasma. A MASP-1 sofre auto-
ativacdo e em seguida ativa a MASP-2 que atua de maneira analoga a de C1r e C1s na
VC, sendo responsavel por 60% da formagao da clivagem de C2 e C3 convertase [52, 53].
Apesar da auto-ativacdo de MASP-1 controlar o inicio da VL, néo cliva C4, ou seja, nao é
capaz de gerar C3 convertase por si s6, embora a ativagao direta de C3 por MASP-1 possa
ocorrer com uma eficiéncia relativamente baixa (Ambrus, Gal et al. 2003, Yonggqing, Drentin
et al. 2012).

A MASP-1 é imediatamente ativada apds infecgdo microbiana pela ligagcdo de
complexos PRM a alvos que levam a opsonizacao, lise celular, liberagao de anafilotoxinas,
quimiotaxia de neutrdfilos e inflamacgao. De fato, os niveis plasmaticos de MASP-1 tém sido
associados a alguns disturbios inflamatérios, e a atividade do complexo MBL / MASP-1 tem
sido associada a gravidade da doenga na glomerulonefrite aguda pos-estreptocécica e ao
virus da hepatite C (HCV), levando a deposicao glomerular de fibrinogénio e hematuria,
(Hisano, Matsushita et al. 2007)e fibrose hepatica (Brown, Ryder et al. 2007),
respectivamente. Além disso, os niveis plasmaticos de MASP-1 também foram maiores em
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pacientes que sofreram infarto do miocardio e naqueles que apresentam diabetes mellitus
tipo 1 (Frauenknecht, Thiel et al. 2013). Ja nas doengas autoimunes, niveis plasmaticos
elevados de MASP-1 estdo associados ao LES (Troldborg, Thiel et al. 2015).

MASP-1 & expressa principalmente no figado, com niveis plasmaticos meédios de 11
Mg / ml (variagdo de 4-30 pug/mL) (Thiel, Jensen et al. 2012) e contribui significativamente
para o desenvolvimento da reacdo inflamatoéria por atividade proteolitica. Essa proteina
induz vias de sinalizagado de Ca2 +, NF-kB e p38 MAPK em células endoteliais através do
receptor 4 ativado por protease (PAR4) e essa atividade leva a liberagao de IL-6 e IL-8,
ativando a quimiotaxia de neutréfilos (Jani, Kajdacsi et al. 2014). A MASP-1 também é
capaz de modular a resposta imune pela liberagdo de bradicinina pré-inflamatéria de
cininogénio de alto peso molecular (Dobd, Major et al. 2011).

Também possui atividade pré-coagulante, cliva e ativa o Fator Xll e o fibrinopeptideo,
atuando na atragao de neutréfilos para a cascata de coagulacao (Krarup, Wallis et al. 2007).
Também ativa carboxipeptidase B2, uma molécula que previne a fibrindlise e inativa as

anafilatoxinas C3a e C5a (Hess, Ajjan et al. 2012).

3.3.3 PROTEINA MASP-3

O MASP-3 é um produto alternativo do gene MASP1, que contém uma cadeia A
idéntica, mas uma cadeia B completamente diferente e € altamente conservada (Stover,
Lynch et al. 2003) (figura 7). A MASP-3 é expressa principalmente no pancreas, musculo
esquelético, baco, timo, préstata e ovario (Yongqing, Drentin et al. 2012). A concentragao
sérica meédia € de 5,2 ug / ml (variagao de 1,8 a 10,6 ug / ml), ocorrendo principalmente em
associacao com ficolina-3 e em menor quantidade com ficolina-2 e MBL (Skjoedt, Palarasah
et al. 2010, Degn, Jensenius et al. 2011).

Estudos demonstraram que os niveis de MASP-3 foram associados a infecgdes em
criangas admitidas na unidade de terapia intensiva (UTI). Baixa concentracdo de MASP-3
foi associado a um aumento do risco de adquirir novas infecgdes em criangas gravemente
doentes (Ingels, Vanhorebeek et al. 2014).

Juntamente com CL-K1, MASP-1 e MAp44, o MASP-3 parece ter um papel
importante no desenvolvimento embrionario inicial, como mostrado pelo efeito de algumas
mutagdes raras em uma regiao altamente conservada do exon 12 do gene MASP1, que é

exclusivo da MASP-3 e causa a sindrome 3MC (Malpuech-Michels-Mingarelli-Carnevale),
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caracterizada por varios disturbios do desenvolvimento (Sirmaci, Walsh et al. 2010,
Rooryck, Diaz-Font et al. 2011).

Esta proteina também possui capacidade de clivar a proteina 5 de ligagao ao fator
de crescimento semelhante a insulina (IGFBP-5), a proteina IGFBP-5 possui papel crucial
no controle de sobrevivéncia de uma célula, diferenciagao celular e apoptose (Cortesio and
Jiang 2006). Diferente de MASP-1, MASP-3 ndo é capaz de se ligar aos PRMs da VL, e
atua inibindo a ativagao da VL ao competir com MASP-1 e MASP-2 por sitios de ligagao
em colectinas ou ficolinas, mas circula no soro principalmente associado a FCN-3 (ficolina-
3) (Skjoedt, Hummelshoj et al. 2010). MASP-3 cliva exclusivamente o pro-fator D da via
alternativa (VA), e o fator D cliva o fator B complexado com C3b, criando a enzima C3
convertase da via alternativa.

Medjeral-Thomas e colaboradores (2018), consideram que 0 mecanismo que
provoca o aumento da inflamagao glomerular no caso da IgAN, uma doencga na qual a
glomerulonefrite € causada por depdsito de anticorpo (imunoglobulina A), provocando
inflamagédo e lesdo dos glomérulos de forma progressiva, seja 0 mesmo no caso do
aumento da inflamagao renal na nefrite lUpica, sugerindo maior ativagdo SC nos rins. A
proteina MASP-3 tem a capacidade de deslocar por competicdo MASP-1 e 2 e ligar-se aos
seus sitios de ativagao, inibindo a via das lectinas, porém, baixas concentra¢des de MASP-
3 estdo associadas ao aumento da ativagao do complemento. Segundo o autor, quando em
baixas concentragdes, MASP-3 nao se liga aos sitios de MASP1 e 2 e sua fungado é
direcionada para ativar o fator D, desencadeando a via alternativa e intensificando o
processo inflamatério na nefrite lupica. Esse estudo é de grande importancia pois
demonstra que a VL esta intimamente relacionada a VA e a VC, entretanto se a ativacao
glomerular pela via alternativa na nefrite lupica ou na IgAN € influenciada diretamente pelos

niveis de MASP-3, ainda nao foi comprovado.

3.3.4 PROTEINA MAp44

MAp44 é uma proteina que nao apresenta o dominio SP, consequentemente nao
tem atividade funcional. Essa proteina € expressa principalmente no musculo cardiaco e
esquelético, com concentragao sérica média de 1,7 ug / ml (Skjoedt, Palarasah et al. 2010,

Degn, Jensenius et al. 2011).
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Embora o MAp44 nao contenha o dominio SP, os outros dominios interagem com
MBL ou ficolinas, competindo com MASP-1, MASP-2 e MASP-3 e resultando na inibi¢gao da
deposicdo de C4 e consequentemente na inibicdo da ativacdo do complemento (Fraser,
Koziel et al. 1998) .

4. CASUISTICA E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa de Seres
Humanos da Universidade Evangélica do Parana (N° do CAAF 58740316.6.0000.0103,
projeto “Proteinas e genes a resposta imune inata em pacientes com Lupus Eritematoso
Sistémico”) (ANEXO 3) em parceria com o Hospital de Clinicas da Universidade Federal do

Parana. Trata-se de um estudo observacional transversal.

4.1CASUISTICA
4.1.1PACIENTES

Faz parte do estudo um total de 179 pacientes atendidos no Ambulatério de
Reumatologia do Hospital Evangélico de Curitiba, cujas amostras de sangue foram
coletadas entre os periodos de agosto de 2011 a margo de 2012 e fevereiro de 2016 a julho
de 2016.

Atualmente o referido Ambulatério possui aproximadamente 400 pacientes
registrados com LES e destes, 300 permanecem ativos comparecendo as consultas. As
consultas acontecem todas as tercas feiras no periodo da manha e cerca de 30 pessoas
séo atendidas por semana. Os pacientes foram informados e esclarecidos sobre o projeto
e aqueles que concordaram em participar, apos consentimento formal (Anexo 4), tiveram
sua amostra de sangue coletada.

Os pacientes com LES foram selecionados consecutivamente frente aos seguintes
critérios de inclusdo: o paciente deveria atender ao menos 4 dos 11 critérios diagnosticos
estabelecidos pelo American College of Rheumatology e deveria ser maior de 18 anos
(Hochberg 1997).

A caracterizagdo das amostras dos pacientes foi determinada e devidamente

registrada com base na analise de seu historico clinico, o qual foi levantado através de
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consulta ao questionario epidemioldgico utilizado pelo ambulatorio, e através dos
prontuarios médicos dos pacientes. Visando a avaliagéo de possiveis associagdes clinicas
foram analisados dados referentes a epidemiologia (sexo, idade, etnia auto declarada,
idade de inicio da doencga e duragédo da doencga), perfil clinico e soroldgico, atividade da
doenga presente no momento da consulta de acordo com o questionario SLEDAI (Gladman,
Ibanez et al. 2002) e o perfil (dano ocular, neuropsiquiatrico, renal, pulmonar,
cardiovascular, vascular periférico, gastrointestinal, musculoesquelético, pele, gbnadas,
endocrino e neoplasias) e escore do dano cumulativo avaliado através do SLICC/ACR-DI
(Anexo 1).

4.1.2GRUPO CONTROLE

O grupo controle constituiu-se de adultos voluntarios sadios que foram selecionados
entre os doadores do Hemepar (Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana) e do
Banco de Sangue do Hospital das Clinicas, que declararam através de questionario ndo
possuir DAl e nem apresentar familiares com diagnéstico para DAIL. Foram selecionadas
156 amostras de DNA de controles que foram pareados em idade, sexo e ancestralidade
com o grupo de analise. Estes controles foram utilizados para estimar as frequéncias dos

SNPs na populagdo saudavel de Curitiba e Regido Metropolitana (Tabela 4 e 7).

42 METODOS
4.2.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As coletas foram realizadas no Ambulatério de Reumatologia do Hospital Evangélico
de Curitiba apds explanacao sobre a pesquisa, esclarecimento de duvidas e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (Anexo 4). As amostras foram obtidas
pela coleta de 5 mL de sangue venoso periférico em um tubo com anticoagulante
etilenodiaminotetracético (EDTA) e 5 mL em um tubo sem anticoagulante. Apds coleta, o
material foi transportado sob refrigeragao até o Laboratério de Imunopatologia Molecular do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, onde os tubos foram centrifugados
por 10 minutos a 3.500 rpm (Centrifuga Eppendorf 5416, Hamburgo, Alemanha). As

amostras coletadas sem anticoagulantes foram divididas em trés aliquotas de soro,
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identificadas e armazenadas em freezer a - 80°C. As amostras coletadas com EDTA foram
separadas em trés aliquotas de plasma e uma aliquota da camada leuco-plaquetaria (buffy-

coat), identificadas e armazenadas em freezer a -80°C.

4.2.2 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Para extracdo de DNA genémico de cerca de 30% das amostras utilizou-se um kit
comercial (Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo com instru¢des do fabricante. O restante
das amostras, equivalente a 70%, tiveram o DNA gendmico extraido da camada leuco-
plaquetaria pela técnica “salting-out” (Anexo 5) presente no Laboratério de Imunopatologia
Molecular do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana. Em ambas as
técnicas, os procedimentos compreenderam etapas de lise de células, precipitacao de

proteinas, precipitagcao e ressuspensido do DNA.

4.2.3 ANALISE DE POLIMORFISMOS POR PCR-SSP

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica relativamente simples,
altamente sensivel e permite a rapida amplificagao in vitro de um segmento especifico de
DNA. Sao produzidas bilhdes de cépias de um fragmento especifico de DNA. A reacgéo é
realizada em sucessivos ciclos de desnaturacdo da dupla fita de DNA, anelamento e
extensdo de oligonucleotideos especificos (iniciadores) pela acdo da enzima Tagq DNA
polimerase (DOES 2013).

No método de PCR sequéncia especifica (PCR-SSP) sao utilizados iniciadores que
consistem de 18 a 25 nucleotideos desenvolvidos para que o ultimo nucleotideo (37) seja
complementar aos nucleotideos variantes de interesse da fita- molde. A genotipagem SSP
baseia-se na premissa de que, se ndo houver complementaridade perfeita entre o ultimo
nucleotideo do iniciador e a fita-molde, ndo ha amplificagdo da sequéncia desejada,
permitindo a genotipagem dos SNPs do gene candidato VS/G4 na populagao estudada.

Para analise dos SNPs selecionados para o gene MASP1, utilizou-se a técnica de
genotipagem PCR-SSP multiplex, pois permite identificar , simultaneamente varios
fragmentos de DNA (em geral, mais de dois) e possibilita gastar menos amostra de DNA,
tempo, material e reagentes de PCR. A técnica de PCR multiplex foi realizada utilizando

mistura de trés ou mais iniciadores com especificidades diferentes e com temperaturas de
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anelamento similares, projetados para amplificar fragmentos separaveis em gel de agarose

(diferenca de 100 pares de base aproximadamente).

43 PCR-SSP DO GENE VSIG4

A técnica de PCR-SSP foi associada com a PCR fouchdown para aumentar a
especificidade e a sensibilidade, otimizando a reagcdo. A PCR touchdown consiste em
reduzir a temperatura de anelamento entre os ciclos da PCR partindo da uma temperatura
acima da temperatura de pareamento calculada para os iniciadores (T melting ou Tm)
(Korbie and Mattick 2008). Nesse estudo foram analisados seis SNPs do gene VSIG4
(Tabela 1).

TABELA 1 - SEQUENCIA DOS INICIADORES PARA GENOTIPAGEM DO GENE VSIG4

N° Regigo Posigéao SNP Diregéao Iniciador Fragmento
(pb)

1 Promotor g.66041429 rs2284705 Fwd 5'-TGG TGT AGT GGT GAT AGG GTG T-3' 792

2 5'-TGG TGT AGT GGT GAT AGG GTG A-3'

3 g.66040683 rs5964489 Rev 5'-TCA CTT TCT ACA ATG GCT CCA CCT C-3'

4 5'-TCA CTT TCT ACA ATG GCT CCA CCT G-3'

5 Intron 1 g.66033927 rs5964488 Fwd 5'-GTG ATA GAA AGA AAG TTG AGT GGC A-3' 412

6 5'-GTG ATA GAA AGA AAG TTG AGT GGC G-3'

7 Exon 2 g.66033564 | rs34581041 Rev 5'-TGA CTT CAC ACG TGT AGT GGC TCC G-3'

8 5'-TGA CTT CAC ACG TGT AGT GGC TCC A-3'

9 Intron 3 g.66029762 rs5964487 Fwd 5'-CCT CAA ACC TGT TAG AAA ACA T-3' 768

10 5'-CCT CAA ACC TGT TAG AAA ACA C-3'

11 g.66029097 rs9887348 Rev 5'-GAC ATG AGA AAA CCA TAA GCT C-3'

12 5'-GAC ATG AGA AAA CCA TAA GCT T-3'

NOTA: fwd = direto; rev = reverso; A = adenina; T = timina; C = citosina; G = guanina; pb = pares de base.

O gene VSIG4 ¢ altamente conservado e por essa razao, selecionou-se SNPs em
regides nao codificadoras, nédo tdo conservadas. Dentre estes, selecionamos SNPs que
possivelmente alteram regulagdo da expressdo génica, no promotor. Os dois SNPs

selecionados foram o rs2284705, comum na populacéo europeia (A = 100%) e 0 rs5964489
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que apresenta C =89% e C = 11% na mesma populagcdo. Também selecionou-se SNPs
intrénicos comuns na populagéo europeia (intron 1 com rs5964488, T =89% e c =11% e
intron 3 com o polimorfismo rs5964487, A = 89% e G= 11%, e rs9887348, T =89% e C =
11%), que possivelmente interferem no processamento alternativo do exon 3 no pré-mRNA,
modulando a sua inclusdo ou exclusao e gerando, portanto, diferentes isoformas da
proteina.

Também se selecionou um SNP cuja variagdo é nao sindnimo localizada no exon
2(rs34581041, G = 100%). Este SNP causa a substituicdo do aminoacido arginina por
triptofano na posigéo 108 do dominio IgV. da proteina CRIg (R108W) (KUMAR et al., 2009).
Embora nao haja estudos funcionais com a proteina alterada, até o momento, & possivel
que seja deletéria, (<http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Mapp
ings?db=core;r=X:66033064-66034064;v=rs34581041;vdb=variation;vf=11065911 >,

Acesso em 12/05/19), alterando a funcao da isoforma VSIG4 — 003. Os iniciadores direto e

reverso (Tabela 1) foram desenhados de acordo com a sequéncia do gene VSIG4
66.021.738-66.040.125 no cromossomo X, e amplificam fragmentos de 792 pares de base
(pb), com os iniciadores que acoplam na regido promotora, 412 pb ao intron 1 e exon 2 e
768 pb ao intron 3 (Figura 8).
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FONTE: Adaptado de LANGNAESE et al., 2000.
LEGENDA: SP — peptideo sinal; IgV — dominio extracelular de Ig tipo V; IgC2 — dominio extracelular de Ig tipo
C2; TM — regiao transmembranar.

Para cada reacédo de PCR utilizou-se de 50 a 100 ng de DNA genémico. A solug¢ao
de reagao foi preparada com tampé&o coral (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,

Estados Unidos), glicerol, MgCI2, deoxinucleotideo trifosfatado (dNTP), iniciadores
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(Eurofins MWG Operon, CA, Estados Unidos), Tag DNA polimerase platinum (Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos). Para amplificacédo do alelo G no intron
1_+6069, +6432 foi utilizada a solugdo Q (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
Estados Unidos) para aumentar a especificidade da reagao.

A PCR-SSP foi realizada em termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad, CA,
Estados Unidos) em 30-35 ciclos, temperatura de desnaturagao de 94°C por 20 segundos,
e temperatura de extensao de 72°C por 30 segundos. Em todas as reagées de PCR, foram
incluidos controles enddgenos, controles positivos e controles negativos que sao solugdes
de reacdo completas, sem o DNA. Para controle da reacédo de PCR, foi utilizado um controle
endogeno especifico, que consiste em um par de iniciadores genéricos, compativeis com
os iniciadores da PCR-SSP, que amplificam uma sequéncia especifica nao variavel de um
gene. O controle endégeno deve amplificar em todas as amostras testadas e nos controles
positivos para validar uma reacao de PCR. O controle positivo € constituido de uma amostra
com genotipo conhecido, sendo utilizado para controle da genotipagem

As temperaturas de anelamento foram diferentes para cada reagao, com diminui¢cao
da temperatura a cada 10-15 ciclos (PCR touchdown) para aumentar a especificidade e a
sensibilidade, conforme descrito a seguir:

- Promotor_-1431,-685: 10 ciclos a 66°C, 10 ciclos a 64°C, 10 ciclos a 62°C;

- Intron1/Exon2_+6069, +6432: 10 ciclos a 70°C, 15 ciclos a 68°C, 10 ciclos 66°C;

- Intron3_+10234,+10899: 10 ciclos a 65°C, 10 ciclos a 63°c, 15 ciclos a 61°C.

A concentragéo e o volume dos reagentes utilizados para cada PCR estao listados
nos apéndices 1, 2 e 3. A analise dos resultados da amplificagao foi realizada através de
eletroforese em gel de agarose a 1,5%. A interpretacao foi baseada no padrao de bandas
coradas com corante Sybr®Safe (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, EUA), as quais
sao fluorescentes sob luz azul. Os produtos amplificados foram comparados com marcador
de peso molecular de 100 pb (KASVI, Curitiba, Parana, Brasil). Os padroes eletroforéticos

da PCR-SSP  para o gene VSIG4 estdao demonstrados na figura 9.
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FIGURA 9 - PADRAO ELETROFORETICO DA PCR-SSP REALIZADA PARA O GENE VSIG4

(a) Promotor _-1431, -685
Iniciador -1431 Tf Iniciador -1431 Tf Iniciador -1431 Af
-685 Gr -685 Cr -685 Cr

Tamanho do fragmento: promotor = 792 pb; controle endégeno = 431pb.
Interpretacdo dos gendtipos: 1 =TG; 2 =TG/TC;3=TG/TC; 4=TG/TC,; §=TG; C+=TG/TC.

(b) Intron1 — Exon2_ +6069, +6432

Iniciador +6069 Af Iniciador +6069 Af Iniciador +6069 Gf
+6432 Cr +6432 Tr. +6432 Cr

600 pb = R LT R—
412 pb

Iniciador +6069 Gf
+6432 Tt

690 pb
412 pb

Tamanho do fragmento: infron1-exon2 = 412 pb; confrole endogeno = 690 pb.
Interpretacdo dos gendtipos: 1 = AC; 2=AC; 3=AC,;4=AC; 5= AC; 6= AC C+=AC/GC.

(c) Intron3_ +10234, +10899

+10899 Gr +10899 Gr

Llnjciador +10234 TfJ [Injciador +10234 Cf

Tamanho do fragmento: intron1-exon2 = 768 pb; controle enddgeno = 1059 pb.
Interpretacdo dos gendtipos: 1=TG; 2=TG/CG; 3=TG; C+ = TG/CG.

FONTE: O Autor (2018)

LEGENDA: C+, controle positivo; C-, controle negativo; f, iniciador direto; r, iniciador reverso.

44 PCR-SSP (MULTIPLEX) DO GENE MASP1

Quatro SNPs do gene MASP1 (ENSG00000127241) (Figura 10) foram avaliados
pelo método de reagcdo em cadeia da polimerase sequencia especifica multiplex (PCR-SSP
Multiplex): rs13094773 (A> G) localizado no intron 1, e rs698105 (T> C), rs3864098 (T> C)
e rs1108450 (A> C) localizados no intron 2 (Tabela 2). Dois fragmentos especificos de
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amplificagdo foram gerados, um com 731pb: para os rs13094773 + rs698105 e outro com
607pb: para os rs3864098 + rs1108450. Um fragmento de controle de amplificacdo de 500

pb do gene FCN2 foi gerado simultaneamente.

FIGURA 10 - Gene MASP1 com a localizagao dos SNPs selecionados para o trabalho.

FUTR TUTR
MASP-2 IMASP-1

12 13 14 15 1e 17 18

rs698105

rs13094773 rsi108450

rs3864098

FONTE: O Autor (2019).

TABELA 2 - Sequencias dos primers do gene MASP1 utilizados na PCR-SSP multiplex.

dbSNP 5' — 3' forward primer dbSNP 5' — 3' reverse primer Amplicon

rs13094773 5'AAGAGAATCAAGAGTTAAATGAAZ rs698105  5'CCTTGACCTGAATTCATACCA3' 731 pb
5'AAGAGAATCAAGAGTTAAATGAGS3 5'CCTTGACCTGAATTCATACCG3

rs3864098 S5'TTTAATGTCATATGTCCAACACACS3'  rs1108450 5'ATAGGGACCCTCAAGGACCTS' 607 pb
5'TTTAATGTCATATGTCCAACACATS3' 5'ATAGGGACCCTCAAGGACCG3'

FCN2_Ex8 5'AAAGGGTTGATTGCGGAAACS' 5'AAAGGGTTGATTGCGGAAAC3' 500 pb

FONTE: O Autor (2019).
LEGENDA: pb:pares de base; dbSNP: database SNP.

A seguir, na Tabela 3, escontram-se os gendtipos mais frequentes na populagao

geral, europeia e africana, dos polimosfismos do gene MASP1 selecionados para esse

trabalho.
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TABELA 3 - Frequéncia dos genétipos de MASP1 encontrados na populagao geral, europeia e

africana
ID rs? Localizagao Alelo MAF® Alelos Frequéncia Frequéncia Frequéncia Frequéncia Primer
ancestral possiveis geral pop EUR® pop AFR¢ Gendtipo
rs3864 Intron 2 A G=0,20 GeA A=80% A=84% A=64% GG =2% Foward
098 G=20% G=16% G=36% AA=71% CfeTf
AG =27%
rs1108 Intron 2 T G=0,20 TeG T=80% T=84% T=64% TT =65,4% Reverse
450 G=20% G=16% G=36% GG =4,9% TreGr
TG =29,8%
rs1309 Intron 1 T C=0,29 TeC T=71% T=66% T=87% TT=51,4% Foward
4773 C=29%% C=34% C=13% CC=38,2% Gf e Af
TC=10,3%
rs6981 Intron 2 A A=0,25 AeG A=25% A=14% A=50% AA=8,7% Reverse
05 G=75% G =86% G =50% GG =59,3% TreCr
AG =32%

FONTE: www.ensembl.org, acessado 1/07/2019

aID rs: Identificagado dos polimorfismos

bMAF: Frequencia do principal alelo

°Pop EUR: Populacéo europeia

dPop AFR: Populagéo africana

Alelos : A (adenina); T (timina); G (guanina); C (citosina)

A PCR foi realizada de acordo com o protocolo que utilizou 1 uL de DNA na
concentragao de 50 ng/uL, 25 mM de cada dNTP, 10 uM de cada primer, 50 mM de MgClI2,
10uL tampao de PCR de 10x Coral Load com 2 corantes gel de rastreamento (Qiagen®) e
5U Polimerase Taq DNA (GoTaq® DNA Polymerase, Promega, EUA), num volume final de
15 pl. O protocolo de amplificagc&o inicia-se com a desnaturacédo por 5 minutos a 95 ° C,
seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 94 ° C, 30 segundos a temperatura de anelamento
especifico e 30 segundos a 72 ° C, finalizando com a etapa de extensdo do DNA de duragao

de 5 minutosa 72 ° C.

A analise dos resultados da amplificagao foi realizada através de eletroforese em gel
de agarose a 1,5%. A interpretacéo foi baseada no padrao de bandas coradas com corante
Sybr®Safe (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, EUA), as quais sao fluorescentes sob
luz azul. Os produtos amplificados foram comparados com marcador de peso molecular de
100 pb (KASVI, Curitiba, Parana, Brasil). Os padrées eletroforéticos da PCR-SSP Multiplex

para o gene MASP1 estdo demonstrados na figura 11.
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FIGURA 11 - PADRAO ELETROFORETICO DA PCR-SSP MULTIPLEX REALIZADA PARA O GENE
MASP1

PCR-35P MULTIPLEX MASFPT

Mix 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4
rs 13094773 rs 698105 rs 3864098 rs 1108450
Intron 1 Intron 2 Intron 2 Intron 2

Pttt

T31ph 607phb Haplétipo
MIX 1 AC TA ACIAT
MIX 2 AT TC ATITC*
MIX 3 GC CA GCICA®
MIX 4 GT CcC GTICC

FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: C+, controle positivo; C-, controle negativo; controle enddégeno; * falso+, haplétipo que nao
ocorrem; FCN2ex: 500pb. Interpretagdo dos hapoétipos: 1 = GC/GT (731pb) / TA/TA (607pb); 2 = GC/GT
(731pb) / TA/ITA (607pb); 3 = AC/AC (731pb) / TA/CC (607pb); C+ = AC/AT (731pb) / TA/CC (607pb).

45 CARACTERIZACAO DA POPULACAO
4.5.1 Caracterizacado da populacao de pacientes em estudo — VSIG4

Foram analisadas amostras de DNA de 179 pacientes com LES, dos quais 94%
(168/179) eram do sexo feminino e 6% (11/179) do sexo masculino (Figura 12),
caracterizando uma populacao entre mulheres e homens de 15:1. A idade dos pacientes
variou de 18 a 72 anos (média de 40,0 anos) no momento da coleta de sangue. Destes,
28,5% (51/179) apresentavam-se na faixa etaria entre 18-30 anos, 67% (120/179) entre 31-
60 anos e 4,5% (8/179) acima de 60 anos (Figura 13).

Os dados demograficos dos pacientes foram coletados através do questionario
aplicado no momento da coleta de sangue e/ou da analise de prontuarios e podem ser
observados na TABELA 4.
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TABELA 4 - Caracteristicas dos pacientes e comparagdo com controles (VSI/G4)

Parametros Controles Pacientes Valor de p
VSIG4
N 156 179
Média de idade 37 [18-69] 40 [18-72] 0,056
[Min-Max]
Sexo (%)
Masculino 9 (6 %) 11 (6 %) 1,000
Feminino 147 (94 %)

168 (94 %)

Etnia (%)*
Euro-brasileiro

Afrodescendente

129 (83 %)
27 (17 %)

132 (76 %) 0,137
42 (24%)

*5 pacientes nao possuem informagao sobre etnia

FIGURA 12 - DISTRIBUIGAO DOS PACIENTES COM LES EM FUNGAO DO SEXO

94% (168/179

6% (11/179)

B Masculino

@ Feminino

FONTE: O Autor (2019).
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FIGURA 13 - DISTRIBUICAO DOS PACIENTES COM LES EM FUNGAO DA FAIXA ETARIA

67% (120/179)

4,5% (8/179)

28,5% (51/179)

W 18-30 anos
B 31-60 anos

B> 60 anos

FONTE: O Autor (2019).

Visando analise e associagdes clinicas posteriores foram levantados dados

referentes a idade de inicio da doenga (LES Juvenil < 16 anos e LES Adulto > 16 anos;
FIGURA 14-A) e duracdo da doenca (0 a 2 anos, >2 a 10 anos e > 10 anos; FIGURA 14-
B). Os dados mostraram que 14% (25/178) dos pacientes tiveram LES juvenil e 86%

(153/178) iniciaram a doenca ja adultos. Em relagdo a duracdo da mesma, predominam

pacientes com mais de 10 anos com a doenga (49%; 87/177) comparados com aqueles

com a doenga mais recente (0 a 2 anos; 13%; 23/177) ou de duragdo intermediaria (3 a 10

anos; 38%; 67/177) (FIGURA 13-B).

FIGURA 14 - DISTRIBUICAO DOS PACIENTES COM LES EM FUNGAO DA IDADE DE INIiCIO DA

DOENCA (A) E DURACAO DA DOENCA (B)

A 14% (25/178)

LES Juvenil
B LES Adulto

86% 153/178)

49% (87/177)

13% (23/177)

W 0a2anos
3 a10anos
W >10 anos

38% (67/177)

FONTE: O Autor (2019).
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Encontra-se na Tabela 5 a caracterizacao do perfil de atividade da doenca (SLEDAI)

no momento da coleta de material e na Tabela 6 o perfil de dano permanente (SLICC/ACR-

DI) da populagéo de estudo.

TABELA 5 - DISTRIBUICAO DA AMOSTRA ESTUDADA DE ACORDO COM PONTUAGCAO DO SLEDAI

PONTUAGAO SLEDAI N° PACIENTES PONTUAGAO SLEDAI N° PACIENTES
0 50 (28,0%) 10 1(0,6%)
1 5 (2,8%) 12 6 (3,3%)
2 27 (15,0%) 14 4 (2,2%)
3 1(0,6%) 16 4 (2,2%)
4 33 (18,4%) 17 1(0,6%)
5 1(0,6%) 19 2 (1,1%)
6 20 (11,1%) 22 2 (1,1%)
7 1(0,6%) 26 1(0,6%)
8 16 (9,0%) 38 1(0,6%)
9 3 (1,6%)

FONTE: O autor (2019).
SLEDAI: Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index.

TABELA 6 - DISTRIBUICAO DA AMOSTRA ESTUDADA QUANTO AO GRAU DE DANO CUMULATIVO
MEDIDO PELO SLICC/ACR-DI

PONTUAGAO SLICC/ACR-DI

N° DE PACIENTES

a A WO N -~ O

6

73 (40,8%)
49 (27,4%)
28 (15,6%)
19 (10,6%)
7 (3,9%)
2 (1,1%)
1(0,6%)

SLICC/ACR-DI: Systemic Lupus International Colaborating Clinics/ American College of Rheumatology — Damage Index

4.5.2 Caracterizacao da populagao de pacientes em estudo — MASP1

Foram analisadas amostras de DNA de 128 pacientes com LES, dos quais 94,5%

(121/128) sao do sexo feminino e 5,5% (7/128) do sexo masculino (Figura 15),

caracterizando uma populagao entre mulheres e homens de 17,3:1. A idade dos pacientes

variou de 18 a 72 anos (média de 39,3 anos) no momento da coleta de sangue. Destes,
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32% (41/127) apresentavam-se na faixa etaria entre 18-30 anos, 64% (83/127) entre 31-60
anos e 4% (5/127) acima de 60 anos (Figura 16)

Os dados demograficos dos pacientes foram coletados através do questionario
aplicado no momento da coleta de sangue e/ou da analise de prontuarios e podem ser
observados na TABELA 7.

TABELA 7 - CARACTERISTICAS DOS CONTROLES E COMPARACAO COM PACIENTES (MASP1)

Parametros Controles Pacientes p
MASP1
N 128 128
Média de idade 38,02 39,39 0,42
+ Desvio Padréao +10.2 +12.5
[Min-Max] [18-72] [18-72]
Sexo (%)
Masculino 7 (5,5 %) 7 (5,5 %) 1,00
Feminino 121 (94,5 %) 121 (94,5 %)
Etnia (%) 0,18
Euro-brasileiro 110 (86 %) 96 (79%)
Afrodescendente 18 (14 %) 25 (21%)

FONTE: O Autor (2019).

FIGURA 15 - DISTRIBUIGAO DOS PACIENTES COM LES EM FUNGAO DO SEXO

5,50% (7/128)

B Masculino

B Feminino

94,50% (121/128)

FONTE: O autor (2019).
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FIGURA 16 - DISTRIBUICAO DOS PACIENTES COM LES EM FUNGAO DA FAIXA ETARIA

64,00% (83/127)

4,00% (5/127)

32,00% (41/127)

W 18-30 anos
B 31-60 anos

B > 60 anos

FONTE: O Autor (2019).

Visando analise e associag¢des clinicas posteriores foram levantados dados

referentes a idade de inicio da doenga (LES Juvenil < 16 anos e LES Adulto > 16 anos;
FIGURA 17-A) e duracao da doenca (0 a 2 anos, >2 a 10 anos e > 10 anos; FIGURA 17-
B). Os dados mostraram que 16% (20/128) dos pacientes tiveram LES juvenil e 84%

(108/128) iniciaram a doencga ja adultos. Em relagdo a duragdo da mesma, predominam

pacientes entre 2 a 10 anos (44%; 56/127) comparados aos pacientes com doenca mais
recente (0 a 2 anos; 14%; 18/127) ou mais antiga (>10 anos; 42%; 53/127) (FIGURA 17-B).

FIGURA 17 - DISTRIBUICAO DOS PACIENTES COM LES EM FUNGAO DA IDADE DE INiCIO DA
DOENCA (A) E DURACAO DA DOENCA (B)

A

84%
(108/128)

16% (20/128)

LES Juvenil
W LES Adulto

B 14% (18/127)

42% ((53/127)

M 0a2anos
B 2210 anos|
=10 anos

44% (56/127)

FONTE: O Autor (2019).
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Encontra-se na Tabela 8 a caracterizacao do perfil de atividade da doenca (SLEDAI)
no momento da coleta de material e na tabela 9 o perfil de dano permanente (SLICC/ACR-

DI) da populagéo de estudo.

TABELA 8 - DISTRIBUICAO DA AMOSTRA ESTUDADA DE ACORDO COM PONTUAGCAO DO SLEDAI

PONTUAGAO SLEDAI N° PACIENTES PONTUAGAO SLEDAI N° PACIENTES
0 37 (29,0%) 9 2 (1,5%)
1 3 (2,3%) 10 1(0,8%)
2 18 (14,0%) 12 6 (4,7%)
3 1(0,8%) 14 4 (3,1%)
4 22 (17,2%) 16 3 (2,3%)
6 15 (11,7%) 17 1(0,8%)
7 1(0,8%) 22 1(0,8%)
8 12 (9,4%) 38 1(0,8%)

FONTE: O Autor (2019).
SLEDAI: Systemic Lupus Erythematosus Disease activity index.

TABELA 9 - DISTRIBUIGAO DA AMOSTRA ESTUDADA QUANTO AO GRAU DE DANO
CUMULATIVO MEDIDO PELO SLICC/ACR-DI

PONTUAGAO SLICC/ACR-DI N° PACIENTES
55 (43,0%)
30 (23,4%)
21 (16,4%)
16 (12,5%)
4 (3,1%)
1(0,8%)
1(0,8%)

o o0 WO N -~ O

FONTE: O Autor (2019).
SLICC/ACR-DI: Systemic Lupus International Colaborating Clinics/ American College of Rheumatology —

Damage Index.

4.6  ANALISES ESTATISTICAS

A estatistica descritiva dos dados demograficos foi realizada através do programa
Graphpad Prism 6 (Graphpad software, Prism 6 for MAC OS X). As frequéncias alélicas,
haplotipicas e genotipicas foram obtidas por contagem direta. A estimativa de fase gamética
e haplotipica, foi feita por reconstrucdo baseada em algoritmo pseudo Baesyano com o

pacote de programas ARLEQUIN v.3.5 (Excoffier and Lischer 2010). As hipoteses de
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equilibrio de Hardy-Weinberg foram avaliadas utilizando o teste de Guo e Thompson (2010)
no pacote de programas ARLEQUIN v.3.5. Para as analises de associagao foram realizados
os testes de independéncia entre as variaveis utilizando-se teste de Fisher bicaudal e
regressdo logistica binaria no programa STATA 9.0. As covariaveis idade, etnia, sexo,
duragcdo da doencga, idade de inicio da doenca, manifestacbes clinicas, escore de
SLICC/ACR-DI e SLEDAI foram incluidas no modelo de regressao logistica quando a
analise univariada mostrou p<0,2. A escolha do melhor modelo de heranga foi realizada
utilizando-se as informagdes de Akaike (AIC) para minimizar a entropia esperada. O
desequilibrio de ligagao (DL) entre polimorfismos foi obtido através do programa Haploview
4.2 (http://broadinstitute.org/haploview/haploview). Quando apropriado, foi calculado o odds
ratio, com intervalo de confianga de 95%. Valores de p< 0,05 foram considerados

significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram analisados SNPs de dois genes distintos, VSIG4 e MASP1, e
para facilitar a compreenséo, os resultados e discussao foram divididos em dois artigos,
referentes a cada gene respectivamente. Em alguns pacientes n&o foi possivel obter todos
os dados do questionario e em algumas amostras ndo houve amplificagdo pela técnica de

PCR-SSP, justificando a diferenga da quantidade de pacientes nos dois artigos.

5.1 ARTIGO VSIG4

IMPACT OF VSIG4 GENE POLYMORPHISMS IN THE CUMULATIVE ORGAN
DAMAGE IN PATIENTS WITH SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS

Abstract

Complement activation is associated with development and clinical presentation of
Systemic lupus erythematosus (SLE). The Complement Receptor of the Immunoglobulin
superfamily (CRIg; VSIG4 gene, Xp12) is a macrophage receptor that presents a key role
in the clearance of complement-opsonized immune complexes and inhibition of the
alternative pathway of complement. Although a role for CRIlg in inflammatory diseases,
including SLE, has been proposed, the impact of VSIG4 polymorphisms in SLE has not yet
been explored. We aimed to evaluate possible influence of VSIG4 polymorphisms in the
susceptibility, clinical and sorologicalprofile and cumulative damage mensured by
SLICC/ACR-DI score in SLE patients. Six VSI/G4 polymorphisms were assessed by
sequence-specific PCR in a Brazilian cohort of 179 patients with SLE and 156 healthy
controls matched for age, gender and ethnicity. We found two VSI/G4 haplotypes (TGGCCG
and TGACCG) associated with higher median of SLICC/ACR-DI score (padj=0.017),
deforming arthritis (paqj=0.041), diabetes (paqj=0.008) and positivity of Coombs test
(padj=0.015) in women with SLE. Our findings suggest a role for VSIG4 polymorphisms in
the pathophysiology of SLE in women, possibly by impairing CRIg function in the clearance

of immune complexes and inhibition of complement activation.
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Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease characterized by
loss of immune tolerance to autoantigens and production of autoantibodies and immune
complexes, leading to inflammatory response and tissue destruction [1, 2, 3]. Deficiencies
in components of the complement pathway (including C1q, C4, CR1) are associated with an
increased risk for the development of SLE, while the excessive activation of the complement
leads to tissue inflammation and damage [4,5].

The Complement Receptor of the Immunoglobulin superfamily (CRIg; VSIG4 gene;
Xp12) is a macrophage receptor [6] that presents a key role in the clearance of C3-
opsonized pathogens, immune complexes and autologous cells [6,7]. CRIg is also a potent
inhibitor of the alternative pathway (AP) of complement through blockade of the C3 and C5
convertases [8]. In addition to its activity as a complement receptor, CRIg has been reported
to be a strong inhibitor of murine and human T-cell proliferation and IL-2 production [9]. CRIg
is mainly expressed on tissue resident and sinusoidal macrophages and highly detected in
lung, placenta and liver [10,11]

CRIg was able to reduce lupus nephritis and cutaneous disease in a murine model of
SLE, possible by inhibitity the AP activation [10]. Moreover, the involvement of CRIg in the
pathogenesis of other inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis, atherosclerosis
and type 1 diabetes has been reported [10,12—-14]. Although a role for CRIg in inflammatory
diseases, including SLE, has been proposed, the impact of VSIG4 polymorphisms in SLE
has not yet been explored. In this study we investigated the influence of six VSIG4 gene

polymorphisms in the susceptibility and clinical manifestation of SLE.

Methods

Subjects and samples. A total of 179 patients with SLE (94% female, mean age 40
years age, ranging from 18 to 72 years, 76% were Euro-Brazilian and 24% were Afro-
Brazilian) from Curitiba, southern Brazil, were enrolled in this study. All patients were
diagnosed with SLE according to the American College of Rheumatology criteria [15] in the
Rheumatologic Unit of the Evangelic Hospital of Curitiba (Brazil) and consecutively included
in the study. The cumulative damage profile was evaluated by SLICC/ACR-DI (Systemic
Lupus Erythematosus International Collaborating Clinics damage index score). Moreover,
the SLEDAI score (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index) were also
measured to acess the disease activity [16]. In addition, clinical and autoantibody profile
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(anti- dsDNA, anti Ro/SS-A, anti La/SS-B, anti-RNP, anti-Sm, aCl 1gG, aCl IgM, LA) and
direct Coombs testes were also obtained. Clinical profile and demographic data were
summarized in table 1 and were obtained from medical records and by interviews using a
standard questionnaire. As control subjects, 156 healthy unrelated blood donors, matched
for age, gender and ethnicity with 179 patients, were recruited. All patients and control
subjects provided written informed consent in accordance with the Declaration of Helsinki.
The study was approved by the Ethics Research Committee of the Sociedade Evangélica

Beneficiente, Curitiba, Brazil.

DNA Extraction, polymorphisms selection and genotyping. DNA extraction was
performed using QlAamp DNA extraction kits (Qiagen) according to the manufacturer’s
instructions. A total of six VSIG4 SNPs (single nucleotide polymorphisms) were assessed
by sequence-specific amplification method (PCR-SSP): rs2284705:T>A (9.66041429) and
rs5964489:G>C (g.66040683) in the promoter region, rs6964488:A>G (g.66033927) in
intron 1, rs34581041:C>T (g.66033564; p.Arg108Trp) in exon 2 and rs5964487.T>C
(9.66029762) and rs9887348:A>G (g.66029097) in intron 3 (reference sequence:
ENST00000374737.9). VSIG4 polymorphisms were selected based on allelic frequency
(MAF-minor allele frequency) of European and African population of the Ensembl database
[17]. A 798bp fragment was amplified using the primer pairs that binding to promoter region,
412bp to intron 1 and 768 to intron 3. A control fragment of 431 bp and 690bp of HGH gene,
and 1059 bp of MBL gene was simultaneously generated (supplementary table 1). PCR was
carried out in a final volume of 15 yl in a T100TM thermocycler (BioRad). PCR conditions
were as follows: 0.2 uM for promoter primers, 0.7 yM for intron 1 and exon 2 and 0.5 uM for
intron 3 SSP primers, 0.04-0.15 yM control primers, 1 x Coral Load PCR buffer (Qiagen,
Hilden, Germany), 0.4 mM MgCI2 (only for intron 3 primers reaction, Qiagen, Hilden,
Germany), 0-2.35% glycerol, 0.2 mM deoxyribonucleotide triphosphate (ANTP) (Invitrogen,
Sao Paulo, Brazil), 0.25% Q Solution (only for intron 1 and exon 2 primers reaction, Qiagen,
Hilden, Germany), 0.03-0.05 U/ul of Taqg polymerase Platinum (Invitrogen, Sdo Paulo,
Brazil), 20 ng/ul DNA and water to complete the final volume. The amplification protocol
starts with a 3 min denaturation step at 96°C, followed by 35 cycles of 15 sec at 94°C, 30
sec at the specific annealing temperature and 30 sec at 72°C, concluding with 5 min at 72°C
in the final DNA extension step. Annealing temperature decreased every 10 cycles (66°C,
64°C and 62°C for promoter primers; 70°C, 68°C and 66°C for intron 1 exon 2 primers and
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65°C, 63°C and 61°C for intron 3 primers) according to a previously published “touch-down”
strategy which assures higher specificity to the amplification, while providing a larger amount
of the desired PCR product [18]. Interpretation was based on the electrophoretic pattern of
the amplified fragments, on agarose gels 1.5% stained with SYBRsafe (Invitrogen, Sao

Paulo, Brazil).

In Silico Analysis. VSIG4 polimorphism were analysed by Human Splicing Finder
version 3, HSF3 [16] to predict its possible effects on VSIG4 mRNA splicing. The
investigated polymorphisms were also evaluated for regulatory effects on VSIG4 gene
expression using The Genotype-Tissue Expression (GTEx) Project [19], Bood eQTL
browsers (https://genenetwork.nl/bloodeqtlbrowser/). The UCSC Genome Browser was
used to evaluate possible transcription factor binding specifically to the VSIG4 SNPs regions
as well as DNA methylation and histone modifications (https://genome.ucsc.edu/).
EpiGenome Browswer was used to evaluet histone modifications in the VSIG4 SNPs

regions https://epigenomegateway.wustl.edu/browser/.

Statistical analysis. Genotype and allele frequencies were obtained by direct
counting. The hypothesis of Hardy-Weinberg equilibrium was tested for genes on the X
chromosome according to Beiguelman 2008 [20] and in women by expectation-maximum
algorithms using the Arlequin v.3.5.2.2 software (http://Igb.unige.ch/arlequin). Since VSIG4
gene is located in the X chromosome, classic biallelic genotypes of SNPs are observed only
in women. Stratify by sex seems to be the most appropriate strategy to compare genotypic
distribution in mixed sex studies, though it leads to loss of statistical power, avoid apparent
associations raised due different sex ratio between cases and controls [21, 22]. VSIG4
haplotypes were estimated using ARLEQUIN software package version 3.1. Tests of
independence between patients and controls, as well as between clinical variables were
performed through Qui-square and Fisher exact test using GraphPad Prism 3.0 software
package. Logistic regression was performed using STATA v.9.2 (Statacorp, USA). The
covariables age, ethnic, sex, disease duration, age of disease onset, clinical manifestations,
serological profile, SLICC/ACR-DI and SLEDAI scores were included in the logistic
regression model when univariate analysis showed p<0.2. Adjusted odds ratios (OR) with
95% confidence intervals (Cl) were calculated. Linkage disequilibrium (LD) between studied

polymorphisms in female patients and controls were obtained with the Haploview 4.2
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program (http://broadinstitute.org/haploview/haploview). LD was measured by the
coefficient of linkage disequilibrium (D’) between sites. Two-tailed P values less than 5%

were considered significant.

Results

VSIG4 polymorphisms and haplotypes. The genotype frequencies for the six VSIG4
SNPs were in Hardy—Weinberg equilibrium in healthy controls and patients. No significant
association were observed comparing VS/G4 allele and genotype frequencies between
patients with LES and controls neither between presence/ absence of organ/system damage
such as cardiovascular, musculoskeletal, pulmonary, kidney, eye, endocrinological,
neoplasic and neuropsychiatric alterations. Moreover, the SLICC/ACR-DI score,
autoantibody profile and age of disease onset were also no associated with VS/IG4 SNPs.
The distribution of allele and genotype frequencies of the six studied polymorphisms is
described in the supplementary table 2.

High linkage disequilibrium (LD) was observed between VSIG4 polymorphisms in
controls (D’>0.8) and SLE (D’>0.8) in women. LD could not be measured with rs2284705
and rs34581041 since these SNPs were monomorphic. Different combinations of
investigated polymorphisms resulted in seven haplotypes which were all present in women
and three found in men (supplementary table 2). We found two VS/G4 haplotypes
(TGGCCG and TGACCG) associated with cumulative organ damages, positivity of Coombs
test and higher median of SLICC/ACR-DI score in women. The VSIG4 TGGCCG haplotype
was more frequent in women with SLE and diabetes (padj=0.008; OR 8.7; 95%IC [1.77-42])
and direct Coombs’ test-positive (padj=0.015; OR 5.4; 95%IC [1.38-21]), while the VSIG4
TGACCG was more prevalent in those with deforming arthritis (padj=0.041; OR 3.4, 95%IC
[1.11-87], Table 2). Moreover, we observed an association between the VSIG4
TGGCCG+TGACCG haplotypes and higher median of SLICC/ACR-DI score in women
(carriers=1.7+1.3 vs. non carriers median=1.0+1.2; padj=0.017, Figure 1). Women carries
of VSIG4 TGGCCG+TGACCG (80%, 12/15) had at least one cumulative damage
(padj=0.038; OR 4.6, 95%IC [1.08-14], Figure 1). These associations were not observed in
men after gender stratification. The other haplotypes (TGACTA, TCGCCG, TCACTA,
TCACCG, TGGCTA) were not associated with LES neither with other clinical characteristics

evaluated here.
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In Silico predictions of VSIG4 SNPs. Since the rs5964489G (promoter region),
rs5964487C and rs9887348G (intron 3) alleles, were observed in cis conformation
exclusively in the risk haplotypes (TGGCCG and TGACCG), we performed in silico analyzis
to predict possible influences of these SNPs. According to the UCSC and EpiGenome
Browsers, the rs5964489 (promoter region) is in a position enriched for typical histone
modifications known to be associated to active regulatory elements (H3K27ac—H3
acetylated at lysine 27 and H3K4me1- H3 monomethylated at lysine 4) in hematopoetic,
monocytes and lymphobastoid cell lines. In addition, the rs5964489 is in a binding site to
transcription factors such as Pol || (RNA polymerase IlI) and CTCF (CCCTC-binding factor),
the most evident regulatory proteins that may bind to this region, as seen by chromatin
immunoprecipitation assay (https://genome.ucsc.edu/). Since rs5964487 and rs9887348
(intron 3) are surrounding the alternative exon 3, we used in silico analyses to evaluate
possible influence on alternative splicing of VSIG4 precursor mRNA. The Human Splicing
Finder results showed that rs5964487C (intron 3) and the rs9887348G (intron 3) alleles
might disrupt potential intronic ESSs (Exonic Splicing Silincers) sites, but with a probably no
impact on splicing. In addition, both SNPs are not in a region enriched by DNA methylation
and histone modifications, known to impact on splicing process (UCSC genome browser).
The rs5964489 (promoter), rs5964487 and rs9887348 (intron 3) seems not to influence the
VSIG4 gene expression in the cell lines evaluated in the GTEx and Bood eQTL browsers.

Discussion

This is the first study addressing the association of VSIG4 gene polymorphisms and
SLE. Although the studied VSIG4 SNPs were not associated with susceptibility to the
disease, we observed two VSIG4 haplotypes (TGGCCG and TGACCG) related with higher
cumulative damage score, positivity of Coombs test, deforming arthritis and diabetes in
women with SLE. Our results suggest a role for the VSIG4 gene in the pathophysiology of
SLE in women, possibly by impairing CRIg function in the clearance of immune complexes
and inhibition of complement activation.

According to the in silico analysis the rs56964487C and rs9887348G alleles (intron 3)
probably have no impact in the alternative splicing of VSIG4 pre-mRNAs or in the gene
expression. Thus, we suggest that the described associations are possibly due to a
functional polymorphism not studied here. More than 100 variants are in high LD with
rs5964487C and rs9887348G alleles (intron 3) (https://Idlink.nci.nih.gov), most of than are
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rare and in intron/intragenic region. However, the SNP rs41306131:C>A (p.Val92Phe;
MAF=2%; D’=1) is in the exon 2 of the VSIG4 gene with the rs41306131A allele predicted
to have a functional impact with a likely deleterious effect on protein function
(https://cadd.gs.washington.edu/snv). Importantly, the exon 2 of the VS/G4 gene encodes
the IgV domain, which binds to C3b to mediate phagocytosis of immune complexes and
autologous cells [6, 7]. In addition, the CRIg inhibitory role on AP activation depends on its
ability to bind C3b and mutations in the interaction region can abrogated CRIg-C3b binding
and inhibit AP about 50-fold [8]. Thus, we hypothesized that the associations observed here
are in part due a strongly LD with the functional VSIG4 rs41306131A allele, which might
contribute to impairment of CRIg function in the clearance of complement-opsonized
immune complexes [6,13] and in the inhibition of complement activation in SLE patients [8].

In addition, risk haplotypes also present the rs5964489G allele (promoter region),
which, according to the in silico analysis, probably participate in the control of VSIG4 gene
expression. Indeed, regulatory proteins were observed to bind to the SNP region by
chromatin immunoprecipitation assay (USCS genome Browser). Thus, we suggest that the
rs5964489G allele may facilitate the binding of transcription factors, leading to amplified
VSIG4 gene expression in SLE patients. High VSI/G4 gene expression was observed as a
risk factor for high-grade glioma [23], development of lung cancer [24], breast tumorigenesis
[25] and severe preeclampsia [26].

It is interesting to note that the associations observed here occurred with VSIG4
haplotypes rather than genotypes/alleles, indicating an additive effect of the polymorphisms.
Therefore, high expression of CRIg with impaired functions on phagocytosis and
complement inhibition due VSIG4 polymorphisms might contribute to the observed higher
cumulative damage score, deforming arthritis, diabetes and positivity of Coombs test in
women with SLE.

The involvement of CRIg in the SLE pathophysiology as well as in the arthritis and
diabetes development has already been proposed [12,13, 14]. CRIg was able to reduce
murine lupus nephritis and cutaneous disease in lupus-prone mice [12] and reverse
established inflammation and bone destruction in experimental autoimmune arthritis by
inhibiting the AP of complement [13]. In addition, CRIg was related to lower diabetes
incidence in type-1 diabetes murine model possibly by CRIg’s activity as a negative regulator
of T cell activation and in the phagocytosis of apoptotic beta cells [14]. Thus, we suggest
that VSIG4 poylimorphisms might impair CRIg anti-inflammatory function leading to
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excessive AP activacion which in turn may promote inflammation and tissue damage related
to deforming arthritis [27], as well as decrease in the immune tolerance observed in type-1
diabetes due reduced phagocytosis of apoptotic cell [14].

We also observed an association between VSIG4 TGGCCG haplotype and positivity
of direct Coombs test. The direct Coombs test detects both anti-erythrocyte antibody binding
to the surface of red blood cells and immune complex binding to complement binding
receptor type 1 (CR1) [28]. A positive Coombs test is a hallmark of autoimmune hemolytic
anemia, however, immune complex binding to CR1 is not associated with hemolysis [29]. In
this context, we hypothesized that the erythrophagocytosis mediated by CRIg on splenic
and liver macrophages might be reduced, leading the erythrocyte complexed with
immunoglobulins and/or immune complex return to circulation. Although the clinical
significance of this find requires further studies, it is interesting to note that a positive direct
Coombs’ test was associated with hemolytic anemia in SLE patients and othrer lupus
manifestations such as antiphospholipid antibody syndrome, anti-RNP and anti-La
antibodies in a study that used the same cohort studied here [30].

This study has some limitations. The predicted in silico role for rs6964489G and
rs41306131A alleles in VSIG4 gene needs to be confirmed by functional assays in order to
assess the accuracy of these predictions and to verify the hypothesis rised here. Despite
the relative low number of patients, especially males, we tried to ensure more confidence in
the results by performing robust statistical analyses, such as regression analysis considering
clinical and demographic variables.

In summary, our findings suggest a role for VS/G4 polymorphisms in the
pathophysiology of SLE in women possibly by impairing CRIg function in the clearance of
immune complexes and inhibition of complement activation. Although the present study
contributes to a better understanding of the genetic factors related to SLE, further clinical
and molecular studies with larger sample size are required in order to elucidate the role of
VSIG4/CRIg in the pathophysiology of SLE.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of SLE patients and healthy subjects

Features? SLE patients Controls p value
(N=179) (N =156)

Age 40 +12,4 37 £11,6 0.056

Sex 1.000

Male 11 (6%) 9 (6%)

Female 168 (94%) 147 (94%)

Female:Male 14:1 16:1

Ethnicity 0.137

Euro 132/174 (76%) 129 (83%)

Afro 42/174 (24%) 27 (17%)

Juvenile SLE 25/178 (14%)

Adult SLE 153/178 (86%)

SLEDAI® 4,8+5,6

Arthritis 41/129 (32%)

Alopecia 31/129 (24%)

Increase Anti-dsDNA antibodies
Proteinuria

Low serum levels (CH50, C3 or
C4)

SLICC

Neuropsychiatric

Kidney

Eye

Cardiovascular
Musculoskeletal

Peripheral vascular

Pulmonary

Neoplasia

Endocrinological

(

26/129 (20%)
22/129 (17%)
22/129 (17%)

1,1+1,3
33/104 (32%)
31/104 (30%)
27/104 (26%)
18/104 (17%)
15/104 (14%)
12/104 (11%)
9/104 (9%)
9/104 (9%)
8/104 (8%)

aData is exhibited as mean + SD or number (percentage);

SLE: Systemic Lupus Erythematosus

bSLEDAI: Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index. Descriptive statistics were performed
for all 180 patients; 129 patients exhibited a non-zero score (one or more clinical characteristics) which
are displayed bellow is terms of populational appearance (percentage) for each clinical manifestation.

¢SLICC/ACR-DI: Systemic Lupus International Colaborating Clinics/ American College of Rheumatology
— Damage Index. Descriptive statistics were performed for all 180 patients; Only 104 patients exhibited
at least one permanent organ or system damage. The main permanent damages displayed at the 104
patients were identified and are expressed is terms of populational appearance (percentage) for each

case.
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Table 2. VSIG4 haplotypes frequencies in patients with SLE and controls
Haplotypes Patients Controls SLICC=0 Deforming Diabetes Positive Negative SLICC=0 vs. SLICC=0 vs. Positive vs.
Arthrits Coombs Coombs Deforming Diabetes Negative
Arthrits Coombs
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) Pagj; OR pagj; OR padi; OR
[95%IC] [95%IC] [95%IC]
Female 320 216 136 24 16 22 252
TGACTA 229 (72) 150 () 101 (74) 18 (75) 10(63) 16 (73) 180 (71) NS. NS. N.S.
TCGCCG 50 (16) 43 (20) 20 (14) 3(13) 1(6) 2(9) 43(17) NS. NS. N.S.
TGGCCG 13 (4) 9 (4) 6 (4) . 4(25) 4(18) 6(2) N.S. 0.008; 8.7 0.015; 5.4
[1.77-42] [1.38-21]
TCACTA 10 (3) 6(3) 4(3) 1(4) 1(6) - 10 (5) N.S. N.S. N.S.
TCACCG 6(2) 1(1) 2(2) - - - 4(2) N.S. N.S. N.S.
TGGCTA 7(2) 5(2) 2(2) - - - 3(1) N.S. NS. N.S.
TGACCG 5(1) 2(1) 1) 2(8) . N 6(2) 0.041; 3.4 NS. N.S.
[1.11-87]
Male 10 9 2 1 0 1 5 N.S. N.S. N.S.
TGACTA 9 (90) 8 (89) 1 (50) 1 (100) . 1 (100) 5(100) NS. NS. N.S.
TCGCCG - 1(11) - - - - - N.S. N.S. N.S.
TGGCCG 1(10) . 1 (50) y . N - NS. NS. NS.
Across 330 225 138 25 16 23 257
both sexes
TGACTA 238(72) 158 (70) 102 (74) 19 (76) 10(63) 17 (75) 185 (73) N.S. N.S. NS.
TCGCCG 50 (15) 44 (19) 20 (14) 3(12) 1(6) 2(8) 43 (17) N.S. NS. NS.
TGGCCG 14 (4) 9 (4) 7(5) . 425) 4(17) 6(2) N.S. 0.028; 6.6 0.010; 5.6
[1.22-35] [1.40-20]
TCACTA 10 (3) 6(3) 4(2) 1(4) 1(6) - 10 (4) NS. NS. NS.
TGGCTA 7(2) 1(1) 2(1) - - - 4(1) N.S. N.S. N.S.
TCACCG 6(2) 5(2) 2(1) . . . 3(1) N.S. N.S. N.S.
TGACCG 5(2) 2(1) 1(1) 2(8) - - 6(2) 0.048; 3.4 N.S.
[1.01-98]

P values were adjusted by binary logistic regression. N.S. nao significativo. N: number of chromossomes

Figure 1. SLICC/ACD-DI in patients with SLE according to the VSIG4 haplotype.
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Table 1. Primers used for VSIG4 sequence-specific amplification

N°  Region Position SNP Direct  Sequence Fragment
ion (pb)

1 Promoter  g.66041429 152284705 Fwd 5'-TGG TGT AGT GGT GAT AGG GTG T-3' 792

2 5'-TGG TGT AGT GGT GAT AGG GTG A-3'

3 2.66040683 1s5964489 Rev 5'-TCA CTT TCT ACA ATG GCT CCA CCT C-3'

4 5'-TCA CTT TCT ACA ATG GCT CCA CCT G-3'

5 Intron 1 2.66033927 1s5964488 Fwd 5'-GTG ATA GAA AGA AAG TTG AGT GGC A-3' 412

6 5'-GTG ATA GAA AGA AAG TTG AGT GGC G-3'

7 Exon 2 2.66033564 rs34581041  Rev 5'-TGA CTT CAC ACG TGT AGT GGC TCC G-3'

8 p-Argl08Trp 5'-TGA CTT CAC ACG TGT AGT GGC TCC A-3'

9 Intron 3 2.66029762 155964487 Fwd 5'-CCT CAA ACC TGT TAG AAA ACA T-3' 768

10 5'-CCT CAA ACC TGT TAG AAA ACA C-3'

11 2.66029097 1s9887348 Rev 5'-GAC ATG AGA AAA CCA TAA GCT C-3'

12

5'-GAC ATG AGA AAA CCA TAA GCT T-3'

7
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Table 2. Genotype and allele frequencies of the six VSIG4 SNPs in SLE patients and healthy

subjects.
Genotypes and alleles SLE patients Controls Genotypes and alleles SLE patients Controls
n (%) n (%) n (%) n (%)
rs2284705 (promoter) rs34581041 (Exon 2)
Female N=168 N=138 Female N=165 N=145
TT 168 (100%) 138/138(100%) cC 165 (100%) 136 (100%)
T 336 276 C 330 272
Male N=11 N=9 Male 11 N=9
T 11(100%) 9/9(100%) C 11 (100%) 9(100%)
Across sex N=347 N=285 Across sex N=341 N=281
T 347 (100%) 285(100%) C 341 (100%) 281(100%)
rs5964489 (promoter) rs5964487 (Intron 3)
Female N=168 N=138 Female N=164 N=128
GG 106 (63%) 83/138 (60%) TT 95 (58%) 74 (58%)
GC 53(32%) 45/138 (33%) TC 63(38%) 44 (34%)
CcC 9 (5%) 10/138 (7%) cC 6 (4%) 10 (8%)
G 265 211 T 253 192
C 71 65 C 75 64
Male N=11 N=9 Male N=10 N=9
G 10 (91%) 8 (89%) T 9(90%) 8 (89%)
C 1 (9%) 1 (11%) C 1 (10%) 1 (11%)
Across sex N=347 N=160 Across sex N=338 N=265
G 275 (79%) 219 (77%) T 262 (77,5%) 200 (75,5%)
C 72(21%) 66 (23%) C 76 (22,5%) 65(24,5%)
rs55964488 (Intron 1) rs9887348 (Intron 3)
Female N=165 N=136 Female N=164 N=128
AA 103 (62%) 79 (58%) AA 93 (57%) 74 (58%)
AG 51 (31%) 42 (31%) AG 64 (39%) 44 (34%)
GG 11 (7%) 15 (11%) GG 7 (4%) 10 (8%)
A 257 200 A 250 192
G 73 72 G 78 64
Male N=11 N=9 Male N=10 N=9
A 9 (82%) 8 (89%) A 9 (90%) 8 (89%)
G 2 (18%) 1 (11%) G 1 (10%) 1 (11%)
Across sex N=341 N=281 Across sex N=338 N=265
A 266 (78%) 208 (74%) A 259 (77%) 200 (75,5%)
G 75 (22%) 73 (26%) G 79 (23%) 65 (24,5%)
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5.2 ARTIGO MASP1

Polimorfismos no gene MASP1 geram perfil de susceptibilidade na fisiopatologia do

Lupus Eritematoso Sistémico

Resumo

O lupus eritematoso sistémico (LES) € uma doencga autoimune multissistémica que
ocorre devido a formagéo de autoanticorpos patogénicos e complexos imunes provocando
danos teciduais, no qual o sistema complemento apresenta grande influéncia. A
participagéo da via classica ja estd bem caracterizada, porém a via das lectinas apresenta
grande importancia devido sua capacidade de ativagao tanto da via classica quanto da
alternativa. Poucos sdo os estudos nessa area. Neste trabalho objetivamos avaliar
associacao entre polimorfismos intrénicos do gene MASP1 e desenvolvimento de danos
permanentes em 6rgaos no LES. Foram analisadas amostras de DNA de 128 pacientes
com LES (121 mulheres e 7 homens; 18-72 anos) e 128 controles pertencentes a mesma
area geogafica pareados quanto ao sexo, idade e etnia. Avaliamos 4 polimorfismos
(rs13094773; rs698105; rs3864098 e rs1108450) do gene MASP1 através da técnica de
PCR-SSP Multiplex. Os resultados obtidos mostraram que o polimorfismo rs13094773*A
estd relacionado com suscetibilidade ao LES e o rs698105*C a protegcdo. Ja o
rs3864098*TT+CC favorece danos oculares, renais e pulmonares. O haplétipo ATCC
aumenta em 20 vezes a suscetibilidade ao LES. Os dados apresentados sugerem que os
SNPs analisados para o gene MASP1 conferem um perfil de susceptibilidade ao LES, bem
como o desenvolvimento de danos clinicos permanentes caracteristicos da doencga.

Introducgao

O lupus eritematoso sistémico (LES) é uma doencga autoimune, caracterizada pela
perda de tolerancia imunoldgica a autoantigenos e produgdo de autoanticorpos e
complexos imunes, levando a inflamagéo tecidual e a danos em varios 6rgaos. Sua
etiopatogenia envolve muiltiplos genes, fatores hormonais e ambientais. E uma doenca com
ampla variabilidade fenotipica de apresentagao, que oscila entre periodos de atividade e
remissao [1,2].

A ativacao do sistema complemento (SC) pode ser iniciada por trés vias diferentes -
vias classica (VC), alternativa (VA) e lectina (VL) - resultando em uma cascata proteolitica,
que culmina em multiplos processos biolégicos incluindo opsonizagdo e fagocitose de
microorganismos, inflamagéo, lise celular e remocdo de complexos imunes e células
apoptoticas [3, 4].

O SC exerce importante papel na fisiopatologia de LES. Por um lado, enquanto sua

ativacdo produz mediadores inflamatérios que causam dano tecidual, por outro, protege
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contra lesdes através da depuracdo dos complexos imunes. A atuacdo da VC na doenga ja
esta bem caracterizada. A VL também apresenta forte influéncia na ativacéo do SC ja que
esta intimamente ligada a ativacdo da VC e VA, porém necessita de mais estudos para
melhor caracterizar sua atividade na doenca [5,6].

A ativagao da VL é mediada por serinas proteases (MASPs) associadas a lectina
ligante de manose (MBL), que estdo associadas as moléculas de reconhecimento de
padrées (PRMs), incluindo MBL, ficolinas e colectina, que reconhecem carboidratos ou
compostos acetilados em superficies. de patdégenos ou células apoptoticas. Esta ativagao
resulta na protedlise de componentes do SC (C2 e C4) gerando a C3 convertase (C4b2a),
que ativa a via comum, culminando na eliminagéo de moléculas estranhas [3].

Alguns estudos ja correlacionam alteragbes na VL com doengas
autoimunes. Troldborg e colaboradores (2018) observaram menor concentragao sérica de
MASP-3 em pacientes com LES quando comparado aos controles. Ja Bini e colaboradores
(2018), ao analisar o SNP RS13094473*A do gene MASP1 perceberam relagcdo com
aumento na concentracao sérica de MASP-1 e diminuicao de MASP-3 em pacientes com
pénfigo foliaceo. Neste estudo, avaliou-se polimorfismos do gene MASP1 estdo associados
a suscetibilidade ou protegdo em relacdo ao desenvolvimento do LES e a danos

permanentes em 6rgéos especificos.

Material e métodos

Caracterizagcao da populagao

Fizeram parte do estudo um total de 128 pacientes atendidos no Ambulatério de
Reumatologia do Hospital Evangélico de Curitiba, cujas amostras de sangue foram
coletadas entre os periodos de agosto de 2011 a margo de 2012 e fevereiro de 2016 a julho
de 2016. O grupo controle constituiu-se de 128 amostras de adultos voluntarios sadios que
foram selecionados entre os doadores do Hemepar (Centro de Hematologia e Hemoterapia
do Parand) e do Banco de Sangue do Hospital das Clinicas, que declararam nao ter

familiares com LES.



Comité de ética

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
pela Universidade Evangélica do Parana, (numero CAAE 58740316.6.0000.0103) e todos

os participantes voluntarios assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Genotipagem do gene MASP1

Quatro SNPs do gene MASP1 (ENSG00000127241) foram avaliados pelo método
de reacao em cadeia da polimerase sequencia especifica multiplex (PCR-SSP Multiplex):
rs13094773 (A> G) localizado no intron 1, e rs698105 (T> C), rs3864098 (T> C) e
rs1108450 (A> C) localizados no intron 2 (Tabela 1). Dois fragmentos especificos de
amplificagdo foram gerados, um com 731pb: para os rs13094773 + rs698105 e outro com

607pb: para os rs3864098 + rs1108450. Um fragmento de controle de amplificacdo de 500

pb do gene FCN2 foi gerado simultaneamente.

Tabela 1. Sequencias dos primers do gene MASP1 utilizados na PCR-SSP multiplex.
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dbSNP Alelos 5'—3' forward primer dbSNP Alleles 5'—3'reverse primer Amplicon
rs13094773 g.187286395A 5'AAGAGAATCAAGAGTTAAATGAA3' rs698105  g.187285707G 5'CCTTGACCTGAATTCATACCA3'
g.187286395G 5'AAGAGAATCAAGAGTTAAATGAG3' g.187285707A 5'CCTTGACCTGAATTCATACCG3' 731bp
rs3864098 g.187278072C S'TTTAATGTCATATGTCCAACACAC3' rs1108450  g.187277509A 5'ATAGGGACCCTCAAGGACCT3' 600bp

g.187278072T

S5'TTTAATGTCATATGTCCAACACAT3'

g.187277509C

5'ATAGGGACCCTCAAGGACCG3'

pb:pares de base; dbSNP: database SNP.

A PCR foi realizada de acordo com o protocolo que utilizou

1 yL de DNA na

concentragao de 50 ng/uL, 25 mM de cada dNTP, 10 uM de cada primer, 50 mM de MgCI2,

10uL tampao de PCR de 10x Coral Load com 2 corantes gel de rastreamento (Qiagen®) e

5U Polimerase Taq DNA (GoTaq® DNA Polymerase, Promega, EUA), num volume final de

15 ul. O protocolo de amplificacio inicia-se com a desnaturagdo por 5 minutos a 95° C,

seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 94° C, 30 segundos a temperatura de anelamento

especifico e 30 segundos a 72° C, finalizando com a etapa de extensao do DNA de duragcao

de 5 minutos a 72° C.
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Analise estatistica

As frequéncias alélicas e genotipicas foram estimadas e comparadas por tabelas de
distribuicao qui-quadrado com as corregdes de Fisher, e o equilibrio de Hardy-Weinberg foi
testado usando o software Arlequin versédo 3.1.1 e SNPStats.

A analise de regressao logistica foi realizada e para a escolha do melhor modelo de
heranca foi utilizou-se as informagdes de Akaike (AIC) para minimizar a entropia esperada.
A andlise do desequilibrio de ligagdo (LD) entre os SNPs foi calculada pelo software
SNPStats. O algoritmo EM ou o método de Markov Chain Monte Carlo foi utilizado para a
estimativa de haplétipos.

A analise dos haplétipos foi realizada pelo programa SNPStats que realiza a analise
de associagdo usando os algoritmos citados quando ha apenas 2 possibilidades de
haplotipos, mas quando os individuos contribuem com mais de 2 possibilidades de
haplétipos utiliza-se o algoritmo EG, e cada haplétipo assume pesos diferentes no modelo
de regressao logistica. A contagem dos hapl6tipos néo é realizada de maneira direta, e a
analise de regressao logistica multivariada é realizada de maneira combinada com uma
analise cromossémica. Os riscos para cada haplétipo é calculado dentro de categoria de
referéncia, e toma-se o haplétipo de maior frequéncia como referéncia para os calculos de

Odds Ratio, assumindo para o mais frequente OR=1 [11].

Resultados
A idade média do grupo de pacientes foi de 39 anos, composta por 121 mulheres e

7 homens, pareados com os controles de acordo com idade, sexo e etnia. (Tabela 2).
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Tabela 2. Dados demograficos de pacientes e controles

MASP1 Paciente Controle P
N 128 128
Média de idade 39 (£12) 38 (£10) 0,43
[Min-Max] 18-72 18-72
Sexo (%) 1,00
Masculino 7 (5,5%) 7 (5,5%)
Feminino 121 (94,5%) 121 (94,5%)
Etnia (%) 0,18
Euro-brasileiro 96 (79%) 110 (86%)
Afrodescendente 25 (21%) 18 (14%)
Idade de inicio da
doenca (%)
LES? Juvenil 20 (16%)
LES®? Adulto 108 (84%)
SLEDAI° (média) 4,8 (£ 5,5)
<6 (%) 93 (73%)
>6 (%) 35 (27%)
SLICC/ACR-DI® 1,1 (x1,3)
(média)
Pulmonar (%) 6 (8%)
Renal (%) 7 (10%)
Ocular (%) 7 (10%)
Cardiaca (%) 6 (8%)
Enddcrina (%) 2 (3%)

aLES: Lupus Eritematoso Sistémico;

bSLEDAI: Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index

¢ SLICC/ACR-DI: Systemic Lupus International Colaborating Clinics/ American College of Rheumatology — Damage Index.
A estatistica descritiva foi realizada para todos os 128 pacientes, porém apenas 71 pacientes apresentaram pelo menos
um dano permanente a 6rgao ou sistema. Os principais danos permanentes apresentados nos 71 pacientes foram
identificados e expressos em porcentagem em relagédo aos 71 que apresentaram SLICC/ACR-DI positivo e sdo expressos
em termos de aparéncia populacional (porcentagem) para cada caso.

A distribuicdo das frequéncias genotipicas de todos os SNPs encontra-se em
equilibrio de Hardy-Weinberg em ambos os grupos analisados. O modelo dominante foi
selecionado como o melhor modelo para analisar a associagao entre os SNPs e o risco de
desenvolver LES.

As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos analisados em pacientes e
controles sdo apresentadas na Tabela 3. A analise multivariada foi realizada ao longo da

idade do diagnéstico de LES, género e etnia.
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Tabela 3. Frequéncias de alelos e gendtipos no grupo controle e pacientes com LES e

associacado dos SNPs analisados

dbSNP Regido Alelos Controles Pacientes OR IC (95%) p-valor
Genotipos n =128 n =128

rs13094773  Intron 1l g.187286395T>C

G 110 (0.43) 77 (0.30)  0.572 [0.40-0.82] 0.0033
A* 146 (0.57) 179 (0.70)  1.750 [1.22-2.52] 0.0033
A/A 44 (0.34) 66 (0.52) 2.10 [1.27-3.49] 0.0035

A/G+G/G 85 (0.66) 62 (0.48)

rs698105 Intron 2 g.187285707A>G

T 44 (0.17) 71(0.28) 1.85 [1.21-2.84] 0.0057
C 212 (0.83) 185 (0.72) 0.54 [0.35-0.83] 0.0057
c/c 86 (0.67) 58 (0.45) 0.40 [0.24-0.67] 0.0004

T/C+T/T 42 (0.33) 70 (0.55)

rs3864098 Intron 2 g.187278072A>G

T* 209 (0.82) 211(0.82) n.s. n.s. 0.91
c 47 (0.18) 45 (0.18) n.s. n.s. 0.91

T/T 91 (0.71) 85 (0.66) n.s. n.s. 0.42

c/T 29 (0.23) 39 (0.30) n.s. n.s.

c/c 8(0.06) 4(0.03) n.s. n.s.

rs1108450 Intron 2 g.187277509T>G

A* 209 (0.82) 210 (0.82) n.s. n.s. >0.99
C 47 (0.18) 46 (0.18) n.s. n.s. >0.99

A/A 85 (0.66) 91(0.71) n.s. n.s. 0.14

A/C 39 (0.30) 28(0.22) n.s. n.s.

c/c 4(0.04) 9 (0.07) n.s. n.s.

n.s .: ndo significativo; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianga; dbSNP: nomenclatura de acordo com o banco de dados

do Polimorfismo Unico; *: alelo ancestral. Significancia calculada pelo Qui-quadrado.

O rs13094773*A mostrou-se como fator de susceptibilidade para o desenvolvimento
do LES (OR=1,75[1,22-2,52] p=0,0033), assim como o gendtipo rs13094773*AA (OR=2,10
[1,27-3,49] p=0,0035). Este alelo A corresponde ao alelo ancestral e sua frequéncia alélica
esta de acordo com a estimada para a populagao mundial
(https://www.ensembl.org/Homo _sapiens/Variation/Explore?db=core;r=3:187285895-
187286895;v=rs13094773;vdb=variation;vf=616053106, acesso em 01/07/2019).

Em contrapartida, o rs698705*C e o rs698105*CC conferem protecao para o LES
(OR=0,54 [0,35-0,83] p=0,0057 e OR=0,40 [0,24-0,67] p=0,0004, respectivamente). O alelo

C nao é o de referéncia para este polimorfismo, mas apresentou prote¢ao equivalente entre
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0s gendtipos e, uma unica coépia € suficiente para conferir o papel protetivo para o
desenvolvimento do LES.

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos LES juvenil e LES adulto em relagao
aos SNPs do gene MASP1 analisados (p = 0,899), e nem em relagdo ao SLEDAI (p>0,05).

A analise entre os SNPs e os danos clinicos cumulativos (SLICC/ACR-DI) mostrou
associagao positiva entre o rs3864098*TT+CC, na qual o homozigoto, quando comparado
ao heterozigoto, esta associado a desenvolvimento de dano ocular (OR=5,66 [1,17-30,11],
paju= 0,017), renal (OR=5,35 [1,19-28,33], paju= 0,021), e pulmonar (OR=5,81 [1,10-30,64],
paju= 0,015). Esses danos foram representados predominantemente por catarata,
proteinuria e hipertensdo pulmonar, respectivamente. Alteracbes cardiovasculares
(cardiomiopatia) foram associadas aos rs3864098*TT+CC e rs1108450*AA+CC (OR=5,57
[1,11-29,80], pau =0,014e OR=5,37 [1,30-30,6], paju=0,015, respectivamente). Para
alteragdes de natureza enddcrina (diabetes) ndo houve associacdo com os SNPs (p>0,05),
contudo o teste de interagdo de tendéncia mostrou uma significancia estatistica entre a
presenga deste acometimento e 0 rs13094773 (paju=0,00008).

Houve forte desequilibrio de ligacao (LD) entre os SNPs rs1108450 rs13094773
(LD=0,820, r=-0,291, p=3,36e-11), rs3864098 rs13094773 (LD=0,816, r= -0,291, p=5,35
e-11), e 0 rs1108450_rs3864098, também apresentou alto valor de correlagdo (LD=1,00, r=
0,993, p= 2e-16).

Dois dos seis haplotipos encontrados na populagao estudada mostrou associagao
com o desenvolvimento do LES (Tabela 4). O haplétipo ATCC confere susceptibilidade aos
seus portadores (OR=20,63 [10,6-42,4] p=0,0000001), por outro lado individuos que
carregam o GCTA apresentam protecéo para o LES (OR=0,444 [0,256-0,577] p=0,00447).

Tabela 4. Frequéncia dos haplétipos genotipados nos grupos controle e LES.

Haplétipos Frequéncia Controles Pacientes ORJ[IC]; p-valor
Haplotipica n=128 n=128 Controles vs Pacientes

ACTA 0.36 0.32 0.41 n.s.

GCTA 0.32 0.40 0.23 0.444 [0.256-0.577];

ATTA 0.1 0.10 0.12 0.00447

ACCC 0.10 0.10 0.07 n.s.

ATCC 0.08 0.07 0.10 n.s.

GTTA 0.03 0.01 0.07 20.63 [10.6-42.4]; 0.000001
n.s.

OR [IC]: calculado por regresséo logistica (ajustado por idade e etnia); n.s.: ndo significativo
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Discussao

Até o momento, este trabalho foi o primeiro estudo que analisou associagao entre
SNPs do gene MASP1 e a fisiopatologia do LES. Nossos dados genéticos sugerem que as
proteinas MASP-1 e MASP-3 desempenham papel fundamental no desenvolvimento do
LES e na causa de danos cumulativos em 6rgao especificos.

Polimorfismos em regides intrénicas possuem relagéo de interferéncia na taxa de
transcrigdo dos genes, sendo assim, os SNPs analisados ja foram associados a alteragdes
na expressao da MASP-1 e MASP-3 [10].

Nossos dados mostram que o SNP rs13094773*AA aumenta em 2 vezes a chance
de desenvolvimento do LES. Esse polimorfismo se localiza no intron 1 do gene MASP1, em
uma posigao de histona H3 acetilada (H3K27Ac), em uma regido aberta da cromatina com
expressao ativa dos transcritos. Estima-se que alteragdes em sitios de ligacao de fatores
transcricionais, em regides de histonas acetiladas, alterem consideravelmente a taxa de
transcricdo do gene e/ou o transcrito a ser expresso [10]. Segundo Bini e colaboradores
(2018) o alelo rs13094473*A foi associado a aumento na concentragado sérica da MASP-1
e diminuicdo na concentragcdo de MASP-3 [9]. No mesmo estudo encontrou-se papel
protetivo do alelo rs13094473*G para o pénfigo foliaceo (PF), uma doenga autoimune que
causa lesdes bolhosas devido o descolamento da epiderme superficial, corroborando com
o resultado de risco/prote¢cao encontrado para o LES [8, 10].

Individuos que carregam o gendétipo rs6987105*CC apresentam protegcdo para o
desenvolvimento do LES, contudo o alelo rs698705*T possui papel de susceptibilidade para
a doenca. Bini e colaboradores (2018), associaram o alelo rs698105*T com papel de risco
para o PF, pois o polimorfismo provavelmente interfere na taxa de transcricdo do gene,
aumentando a concentragao sérica de MASP-1 e diminuindo a concentragédo de MASP-3.

O haplétipo ATCC, que carreia os 3 alelos associados as alteracbes de
concentragbes de MASP-1 (aumento) e MASP-3 (diminuigdo), aumenta em 20 vezes a
susceptibilidade ao desenvolvimento do LES, sugerindo um papel importante na ativagao
do sistema complemento pelas vias alternativa (MASP-3) e das lectinas (MASP-1) na
doenga.

Frente ao exposto, nossa hipétese € ade que alteragdes na concentragao sérica de
MASP-1 e de MASP-3 sao fatores importantes para o estabelecimento da fisiopatologia do

LES relacionado ao SC.
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Em estudo de Trodlborg e colaboradores (2018), no qual foi dosado concentragdes
séricas de proteinas da VL e comparadas com a concentragao de C3 (produto final da
ativacao do sistema complemento), observou-se que os pacientes com LES apresentavam
concentracdes séricas de C3 reduzidas quando comparadas com os controles, implicando
ativacao do complemento e consumo de C3, o que pode confirmar que a VL esta ativada
no mecanismo patogénico do LES.

Observou-se também que pacientes com nefrite lupica apresentaram correlagao
negativa entre a atividade da doenca, caracterizada pelo SLEDAI, e concentragdes séricas
de MASP-3 quando comparados aos pacientes sem a manifestagao de nefrite. A literatura
sugere que MASP-3, quando em alta concentragcéo, compete com MASP-1 e MASP-2 para
se ligar a MBL, inibindo a VL, por outro lado, concentragdes menores de MASP-3 ativa o
proé-fator D em fator D, dando seguimento a VA [6].

No presente trabalho, os achados genéticos (haplétipo ATCC) indicam que os
polimorfismos estudados possam contribuir de maneira significativa nas alteragbes de
concentragdes séricas evidenciadas por Troldbrog (2018), levantando a hipétese de que
baixas concentracbes de MASP-3, por ativarem a VA, causam danos em 6&rgaos
especificos, como por exemplo na nefrite lupica. Essa hipétese sugere um papel ativo,
porém ainda desconhecido da MASP-3 no desenvolvimento do LES, pois o papel desta
proteina ainda é pouco investigado na fisiopatologia desta doenca.

Ja concentracdes séricas aumentadas de MASP-1 também podem contribuir para
os danos cumulativos por ativarem maior quantidade de MASP-2 e estimular o processo
inflamatorio através da ativagao da VL.

Outro estudo, também envolvendo a populagao dinamarquesa,
apresentou correlacdo com diminuicdo da concentracdo de MASP-3 e aumento da
gravidade da inflamagdo glomerular em pacientes com NIgA (nefropatia mediada por
depdsito de anticorpo imunoglobulina A). No mesmo trabalho, pacientes com nefrite Iupica
apresentaram altas concentracées de MASP-1 e baixas de MASP-3. Além disso, pacientes
com baixas concentragbes de MASP-3 apresentaram doenga renal progressiva e
instabilidade dos niveis soroldgicos da proteina [6]. Tais achados corroboram com a
hipétese anterior de que alta concentracdo de MASP-1 potencializa a VL e que a baixa
concentracdo de MASP-3 potencializa a VA, que apresenta forte relagdo com

desenvolvimento de dano renal [6].
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Entretanto, nenhuma investigagdo genética foi realizada pelo grupo dinamarqués.
Nossos dados sugerem papel importante dos SNPs de MASP1 analisados no fenétipo ja
evidenciado por esses pesquisadores. Outro ponto que suporta nossa hipétese, € que as
alteragdes renais graves que foram correlacionadas com alteragdes dos niveis de MASP-1
e MASP-3 nos estudos dinamarqueses, também foram associadas neste presente estudo
com presenga de dano renal permanente. Além de danos renais, observou-se também
associacdo com acometimentos ocular, pulmonar e cardiaco. Entretanto, até o momento,
nenhum trabalho realizou analise de concentragcbes séricas para essas manifestacdes
clinicas.

Uma fundamentada justificativa para tais resultados, se da pelo fato de que a via
alternativa do SC pode ser ativada pela MASP-3, quando em baixa concentragoes,
potencializando o processo inflamatério e dano tecidual, principalmente renal.
Concomitantemente, a via das lectinas é ativada pela alta concentracdao de MASP-1 e
fracamente regulada pela baixa concentracdo de MASP-3, levando a uma ativagéo
exacerbada desta via que contribui para a amplificagcao da cascata do sistema complemento
e aumento da deposicao de C3 nos tecidos [3, 4, 6, 8].

Os dados deste trabalho devem ser tomados com cautela devido as limitagdes
apresentadas, uma vez que nao foi realizado a quantificagdo dos niveis séricos de MASP-
1 e MASP-3 nos pacientes com os genétipos associados e sua limitagdo amostral.

Conclui-se que os SNPs analisados no gene MASP1 neste trabalho conferem um
perfil de susceptibilidade ao LES, bem como o desenvolvimento de danos cumulativos

caracteristicos da doenga.
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6. Conclusao

-Houve associagédo entre o haplétipo VSIG4 TGGCCG com a manifestagdo de
diabetes e positividade para o teste de Coombs em mulheres com LES;

-Houve associacéo entre o haplétipo VSIG4 TGACCG e a manifestacao de artrite
deformante em mulheres com LES;

-Os haplétipos VSIG4 TGGCCG+TGACCG também foram associados a maior média
no escore de dano cumulativo (SLICC/ACR-DI) em mulheres com LES;

-A maioria dos pacientes que carregam os haplétipos VSIG4 TGGCCG+TGACCG
apresentaram pelo menos um dano cumulativo (SLICC/ACR-DI);

-A andlise in silico indicou que o SNP rs5964489 (regiao promotora) possivelmente
influencia na expressdao do gene VSIG4 enquanto os alelos SNPs rs5964487C e
rs9887348G estao em delequilibrio absoluto com o alelo rs41306131A do gene VSIG4,
previsto para apresenta impacto funcional com um provavel efeito deletério na fungao de
CRIg;

-Nossos resultados indicam que polimorfismos do gene VSIG4 podem contribuir para
o0 maior escore de dano cumulativo, manifestagcao de artrite deformante e diabetes, bem
como positividade do teste de Coombs em mulheres com LES;

-Houve associagcdo do genotipo rs13094773*AA do gene MASP1 com chance
aumentada em duas vezes de desenvolvimento de LES;

- Houve associagao do gendétipo rs698105*CC do gene MASP1 com protegao ao
LES;

- Houve associagao do alelo rs698705*T do gene MASP1 com susceptibilidade para
LES;

-Houve associacdo do haplétipo ATCC do gene MASP1 com susceptibilidade
aumentada em 20 vezes para o desenvolvimento de LES;

-Houve associagdo dos gendtipos rs3864098*TT+CC, com dano cumulativo para
sistemas renal, pulmonar e ocular;

-Houve associagdo dos genotipos rs3864098*TT+CC e rs1108450*"AA+CC, com
dano cumulativo para sistema cardiovascular;

-Os SNPs analisados neste trabalho no gene MASP1 conferem um perfil de
susceptibilidade ao LES, bem como o desenvolvimento de danos cumulativos

caracteristicos da doenca.



91

- Nao foi observada associagao significativa entre os alelos/gendétipos dos SNPs
estudados de VSIG4 e MASP1 e a atividade da doenga (SLEDAI);

-Nao foi observada associagao significativa entre os alelos/gendtipos dos SNPs
estudados de VS/IG4 e MASP1 com a susceptibilidade ao desenvolvimento de LES juvenil
e LES adulto;

-Nao foi observada associagao significativa entre os alelos/gendtipos dos SNPs
estudados de VSIG4 e a susceptibilidade ao LES;

-Nao foi observada associagao significativa entre os alelos/gendtipos SNPs
estudados de VSIG4 com o perfil e escore do dano cumulatico (SLICC/ACR-DI) em
pacientes com LES;

-Ndo foi observada associagdo significativa entre os alelos/gendtipos SNPs

estudados de VSI/G4 e o perfil de autoanticorpos em pacientes com LES;
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APENDICE

Apéndice 1 - CALCULOS DA REAGCAO DE PCR-SSP PARA AMPLIFICAGAO DO PROMOTOR DO GENE
VSIG4

Reagente [Inicial] [Final] Volume
(ML)
Tampéao coral (x) 10 1 1,5
Glicerol 10% 2,0% 3
MgCI2 (mM) 25 0,1 0,06
dNTP (mM) 25 0,2 0,12
Iniciador HGHr 10 0,15 0,225
Iniciador HGHf 10 0,15 0,225
Iniciador VSIG4 Prom_- 10 0,2 0,3
1431THASf (UM)
Iniciador VSIG4 Prom_-685Cr/Gr 10 0,2 0,3
(uM)
Tagq Invitrogen Platinum (U/ul) 5 0,04 0,12
DNA 1
H20 8,15
Total 15
Produtos esperados:
VSIG4 Prom_-1431, -685 792 pb
HGH (controle endégeno) 431 pb

NOTA: [Inicial] = concentracgéo inicial; [Final] = concentragéao final; f = direto; r = reverso; HGH =
Hormédnio do crescimento humano; HGHf = 5' TGCCTTCCCAACCATTCCCTTA 3", HGHr = 5'
CCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC 3
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Apéndice 2 - CALCULOS DA REAGAO DE PCR-SSP PARA AMPLIFICAGAO DO INTRON 1 - EXON 2 DO

GENE VSIG4

(a) Genotipagem para os alelos A (+6069), C e T (+6432)

Reagentes [Inicial] [Final] Volume
(L)
Tampao coral (x) 10 1 1,5
Glicerol (%) 10% 2,5% 3,75
MgCI2 (mM) 0 0 0
dNTP (mM) 25 0,2 0,12
Iniciador VSIG4 In1_+6069 10 0,7 1,05
Af/Gf
Iniciador Ex2_+6432 Cr/Tr 10 0,7 1,05
Iniciador GH1_f 10 0,06 0,09
Iniciador GH1_r 10 0,06 0,09
Taq Invitrogen (U/uL) 5 0,05 0,15
DNA 1
H20 6,2
Total 15
(b) Genotipagem para os alelos G (+6069) e T (+6432)
Reagentes [Inicial] [Final] Volume
(WL)
Tampao coral (x) 10 1 1,5
Glicerol (%) 10% 0,0% 0
MgCI2 (mM) 0 0 0
dNTP (mM) 25 0,2 0,12
Iniciador VSIG4 In1_+6069Gf 10 0,2 0,3
Iniciador VSIG4 Ex2_+6432Tr 10 0,2 0,3
Iniciador GH1_f 10 0,04 0,06
Iniciador GH1_r 10 0,04 0,06
Solugéo Q 5 0,25 0,75
Taq Invitrogen Platinum (U/uL) 5 0,03 0,09
DNA 1
H20 10,82
Total 15

Produtos esperados:
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GH1 (controle endégeno) 690 pb
VSIG4 In1, Ex2_+6069,+6432 412 pb

NOTA: [Inicial] = concentragao inicial; [Final] = concentracao final; f = direto; r = reverso; GH1 = Horménio
do crescimento humano; GH1f = 5 GTGGTCAGAGCCCCCGGGCAGCACA 3% GHi1r = &'
GTCACAGGGATGCCACCCGGGCAGC 3.
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Apéndice 3 - CALCULOS DA REACAO DE PCR-SSP PARA AMPLIFICACAO DO INTRON 3 DO GENE
VSIG4
(a) Genotipagem para o alelo T (+10234)

Reagentes [Inicial] [Final] Volume
(ML)
Tampao coral (x) 10 1 1,5
Glicerol (%) 10% 2,35% 3,525
MgCI2 (mM) 25 0,4 0,24
dNTP (mM) 25 0,2 0,12
Iniciador VSIG4 In3_+10234 Tf 10 1 1,5
(MM)
Inicador VSIG4 In3_+10899 Ar 10 1 1,5
(HM)
Iniciador Promf (MBL) 10 0,125 0,19
Iniciador rev+270 (MBL) 10 0,125 0,19
Taq Invitrogen (U/uL) 5 0,05 0,15
DNA 1
H20 5,09
Total 15

(b) Genotipagem para o alelo C (+10234)

Reagentes [Inicial] [Final] Volume
(ML)
Tampéao coral (x) 10 1 1,50
Glicerol (%) 10% 2,35% 3,53
MgCl2 (mM) 25 0,4 0,24
dNTP (mM) 25 0,2 0,12
Iniciador VSIG4 In3_+10234 Cf (M) 10 0,5 0,75
Iniciador VSIG4 In3_+10899 Gr (uM) 10 0,5 0,75
Iniciador Promf (MBL) 10 0,125 0,19
Iniciador rev+270 (MBL) 10 0,125 0,00
Taq Invitrogen (U/uL) 5 0,05 0,15
DNA 1,00
H20 6,78

Total 15
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Produtos esperados:

Prom f -> rev+270 (MBL) (controle 1059 pb
endogeno)
VSIG4 In3_+10234, +10899 768 pb

NOTA: [Inicial] = concentragao inicial; [Final] = concentragao final; f = direto; r = reverso; MBL = Lectina ligante
de Manose; Promf (MBL) = 5" GGCCAACGTAGTAAGAAATTTCCAGAGA 3 rev+270 (MBL) = &'
GAGGGAGTGATGGAAACAGGGACA 3'
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Anexo 1 - INDICE SLEDAI: Sintomas devem estar presentes na consulta ou

até 10 dias antes da mesma

Descritor Definicdo Peso | SLEDAI
1. Convulsdao De inicio recente. Excluir causas metabdlicas, infecciosas ou drogas 8
2.Psicose Disturbio de percepgdo da realidade com prejuizo da atividade 8
normal, inclui: alucinag@es, incoer™ncia, perda da capacidade de
fazer associagdes, desorganizagdo do pensamento, pensamentos
sem ldgica, comportamento bizarro, desorganizado ou cataténico.
Excluir uremia ou causados por drogas
3.Doenga cerebral Alteracdo de fungbGes mentais, memdria ou outras funcgdes 8
intlectuias de inicio rapido e com aspectos cinicos flutuantes. Inclui
flutuagGes no estado de consciéncia, incapacidade de manter focdo
ou manter a atengdo e, pelo menos, mais dois dos seguintes itens:
distuirbios de percepcdo, faal incoerente, insnia ou sonoléncia
durante o dia, aumento ou diminui¢cdo da atividade psicomotora.
Excluir causas metabdlicas, infecciosas e por drogas
4.Alteragao visual AlteragGes retinianas do LES. Inclui corpusculos citoides, hemorragia 8
retiniana, exudatos serosos ou hemorragico na coroide, neurite
Gtica. Excluir alteragdes causadas por infecgdo, drogas e hipertensdo
5.Nervos cranianos Neuropatia sensorial ou motora de nervos cranianos de inicio 8
recente
6.Cefaléia pelo LES Cefaléia severa e persistente. Pode ter caacteriticas de enxaqueca. 8
N3o deve responder a analgésicos e narcéticos.
7.AVC Acidente cerebrovascular de inicio recente. Excluir arterosclerose
8.Vasculite Ulceragdo, gangrena, nodulos dolorosos nos dedos, infarto
periunguenal, hemorragias em estilhaco, ou vasculite provocada por
bidpsica ou angiografia
9.Artrite Mais do que 2 articulagdes com sinais inflamatérios 4
10.Miosite Fraqueza ou dor em musculatura proximal associada a aumento de 4
CK e/ou aldolase ou eletromiografia sugestiva de miosite
11.Cilindros Hematicos ou granilares 4
12.Hematuria (>5 eritricitos/campo). Excluir calculo, infec¢do ou outra coisa 4
13. Proteindria (>0,5g/24h) De aparecimento recente ou aumento de mais do que 4
0,5g/24h
14.Pidria >5 leucdcitos/campo). Excluir infecgdo 4
15.Rash De inicio recente ou recorréncia 2
16.Alopécia De inicio recente ou recorrente. Pode ser difusa ou em placas 2
17.Lesdo de mucosa De inicio recente ou recorréncia de lesdo em mucosa oral ou nasal 2
18.Pleurite Dor pleuritica com atrito ou derrame pleural ou espessamento 2
pleural
19.Pericardite Dor sugestiva mais um dos seguintes itens: atrito, derrame, 2
alteragdes eletrocardiograficas, alteragdes ecocardiograficas
20. Complemento Diminuigdo de C3, C4, CH50 2
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21.Aumento de

>25% de ligacdo pelo teste de Farr ou acima do valor normal
preconizado pelo laboratdrio

22.Febre

>38°C. Excluir infec¢des

23.Trombocitopenia

<100.000/mm3

24.lLeucopenia

<3.000/mm?3, excluir as causadas por drogas

TOTAL
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Orgdo /Sistema

Score

Item

Score

Pont.

Olho

2

Catarata

Alteragdo de retina OU atrofia dptica

Neuropsiquiatrico

Prejuizo cognitivo OU psicose maior

ConvulsGes em tto > 6meses

AVC (qualquer época) (pontua 2 se teve mais de 1) OU
ressec¢do sem ser tumor

[ e S ==

—
)

Neuropatia craniana OU periférica (excluir dtica)

Mielite transversa

Rim

Clearance > 50ml

Proteinuria > 3.5 em 24h

[ T = =Y

Hemodiallise ou transplante

>
—t
[N
w

Pulmao

Hipertensao pulmonar 9 a 2 hiperfonética ou HVD

Fibrose pulmonar (clinica ou RX)

Sindrome do pulm3o encolhido (RX)

Fibrose pleural

Infarto pulmonar OU ressecgdo sem ser tumor

Cardiovascular

Angina ou by-pass coronariano

IAM (pontua 2 se teve mais que 1)

Cardiomiopatia (disfungdo ventricular)

Doenga valvular (sopro>3/6)

Pericardite OU pericardiectomia

Vascular periférico

Claudicagdo

Perda de tecido menor (ex polpa)

Perda de tecido maior (pelo menos ressecgdo de 1 digito)
se mais que 1marcar 2

RiRrRrRRRR R R RRR &
—
N
—

Trombose venosa com edema e ulceragdo OU estase
venosa

Gastrintestinal

Infarto ou ressecgdo intestinal (abaixo do duodeno) ou
figado, baco ou vesicula. Marque 2 se mais de 1 lugar

Insuficiéncia mesentérica

Peritonite crénica

Estenose ou cirurgia do aparelho Gl

Insuficiéncia pancreatica requerendo reposicdo
enzimatico OU com pseudodicisto

[ SN R

M-Esquelético

Atrofia muscular ou fraqueza

[EnY

Artrite deformante ou erosiva (incluir deformidades
reduziveis)

[EnY

Osteoporose com fratura ou colapso vertebral

Necrose avascular (marque se mais de um lugar)

Osteomielite

Pele

Alopécia cicatricial

Cicatrizagdo extensa de paniculo, couro cabeludo e polpa

Ulceracdo de pele (excluir trombose) mais que 6 meses

Gonadas

Meno (Andro) pausa precoce

Enddcrino

Diabetes necessitando tratamento (qualquer tto)

Neoplasias

Malignidade (menos displasia) marque 2 se mais de 1
lugar

RR R RRR(RRP R

()
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Anexo 3 - DOCUMENTO DE APROVACAO DA PESQUEISA PELO COMITE DE
ETICA DO HOSPITAL EVANGELICO DO PARANA

Comité de Etica em Pesquisa da Sociedade

Evangélica Beneficente de Curitiba

St Pywefre A padilestas, 27700
BOTARO0G  Curiiba - PR
Fove: 41 305570

Faon: 1 [ 33405554

Cumiliba, 15 a8 agasic de 2011

Thskma Laiooes Skars

Preazada Colnga

Camunicamas a V' 5.4 que, am rewnido oroendna do da 16 de sgoulo o
2011, foi sprovado o projto e pesquian nbdulado “Estudo da via alemativa
¢ de dosncas aufoimunes sssociades em pacientes com  Mpus
uﬂ-wmm",mmrﬂ-hnnmunmmmim
22 da ko de 2011,

Preve o legisiacha e loda & dotumentacho oo prajels pocend. @
desla forma manters o Comid aquvo delahadd de cada proeio, o Quivanta
em pasts incvecusl o prosela cial g relatdnos de acompanhamanio

Pea o proeio do V.Sa solcilsmas que OfF cienda aos seus

colabormiares da cbvigapio da, & cada §eis mases o paftil da data da hog,
shcamintEr @ esie oomild relatino detalhado do endamento do groets

Relmérios provistos parn. 20022012

AbErCIERman

. ,L=ﬂig’}"r
Carman A, Marcondes Rilas
Coordenadors do Comié do Ebca em Pasquisa da
Soviedade Fvivgdiics Beneficorto de Cuiibba



SOCIEDADE EVANGELICA

BENEFICENTE DE CURITIBA - W
PR
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et Ui Tunglo pROliora come paloplnica, devidd @ um balan{s enlre o Sdi Papal fa FemoCEo da
COMphEnod Mines @ cllulas apoptdlicas & 0 b pap sl Pamagdo.

Consideramdo o papsl e CR1 @ CRE na modulaglo do sksloma oomplemamio & @ arsocacdn j& obosriada
die ambas com doengas aubdmunes, rofdo Mpdete & o de gue estaram lambém absando na
siscoplibilidade efdou pregressio do LES.

Eorfie utiizadas amobiias de Sangue vemdso perilérice coleladads COM &ntioodgulams
i e Al e e [EDTA), o peckdiviics ambulaicnas manns de 18 anos & Hospila Evamgilico do
Paramsd. Mo momanbs 42 oodols, tamn bbb serd apicads um quesiondr i (skedal) para oomaaconar o
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N & SIS SaTE0 real T

aiiracho di DMA pala molsdolgia saling cul”, axiredds o ANA pols metcaelogia iriaslolorafinmia,
Soguindo o insirugpdes do fabricante- PCREER

Frii pli, SR erzimdiios (ELESA; real dime suaniitates PCRH (oRT-PCH).

L e B P 1 T TR

Objetive da Pesquisa

Oibyarlivne Primiario:

Imegsligar as concentraides siftas o polimolems dos gases VBB @ CR1 am padendis com ldpis
REManeD ssibmiod @ venlcar assodaiias oo aspectod clinicos 43 doenda.

Dol Secunddio:

- Dheleimingd & concemimgies séricas de CRIg @ CR1 em pacienies com LEE & coninoles ;- Diolerminas o
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Anexo 4 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro (a) Senhor (a):

Este estudo tem como objetivo avaliar presenca de POLIMORFISMOS DOS
GENES VSIG4 E MASP1 EM PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO.

A sua participagdo nessa pesquisa € voluntaria. Os riscos se limitam aos inerentes
a coleta de sangue venoso, como sangramento local ou ruptura venosa, sendo estes
minimizados por manejo profissional e cautela. O sangue coletado sera submetido a testes
imunologicos e genéticos com a finalidade de detectar presenca de SNPs especificos nos
genes estudados dos pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico. Além disso, sua
participacdo é importante para o aumento do conhecimento a respeito do Lupus
Eritematoso Sistémico no mundo, podendo beneficiar outras pessoas. Com relagao ao
procedimento em questado, nao existe outra forma de obter os dados necessarios. Além da
coleta de sangue, sera realizada uma entrevista, buscando a presencga de sintomas que
possam ocorrer tanto no Lupus Eritematoso Sistémico quanto em outras doencgas
autoimunes.

Informamos que o Senhor (a) tem a garantia de acesso, em qualquer etapa do
estudo, sobre qualquer esclarecimento de eventuais duvidas. Se tiver alguma consideragéo
ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com a Faculdade Evangélica do
Parana (FEPAR), situada na rua Padre Anchieta, Bairro Bigorrilho, telefone 41 3240-5553,
ambulatério de reumatologia e comunique-se como a pesquisadora Vanessa Ferreira
Picceli, ou a professora e médica responsavel pelo setor, Prof. Dra. Thelma Skare (41
32404843). Também €& garantida a liberdade de retirada de consentimento a qualquer
momento e deixar de participar do estudo.

Garantimos que as informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com as de
outras pessoas, nao sendo divulgada a identificacdo de nenhum dos participantes. O
Senhor (a) tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das
pesquisas e, caso seja solicitado, daremos todas as informagdes que solicitar. Nao existirdo
despesas ou compensacdes pessoais para o participante em qualquer fase do estudo.
Também nao havera compensacgao financeira relacionada a sua participagdo. Se existir
qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa. NOs nos
comprometemos a utilizar os dados coletados somente para pesquisa e os resultados seréao

veiculados através de artigos cientificos em revisbes especializadas e/ou em encontros



116

cientificos e congressos, sem nunca tornar possivel a sua identificagdo. A sua participagao
na pesquisa nao tera qualquer prejuizo junto ao servigo de saude.

Caso nao tenha restado qualquer duvida, o consentimento livre e esclarecido pode
ser assinado. Assim, acredito ter sido suficientemente informado (a) a respeito do estudo:
POLIMORFISMOS DOS GENES VSIG4 E MASP1 EM PACIENTES COM LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO. Ficaram claros para mim quais s&o os propésitos do estudo,
os procedimentos a serem realizados, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a minha participacéo é isenta de
despesas e que tenho garantia de acesso aos resultados e de esclarecer minhas duvidas
a qualquer tempo. Concordo voluntariamente em participar desse estudo e poderei retirar
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidade,
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido. Apés ter sido feita a

leitura, declaro que concordo com todos os termos estabelecidos.

Data: [/

Assinatura do Informante ou Responsavel
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Anexo 5 - PROTOCOLO DE EXTRAGAO DE DNA - METODO SALTING-OUT

1° DIA: EXTRACAO DE DNA
1. Transferir 240uL de Buffy-coat ou 500uL de sangue Total para um dos
eppendorfs identificados somente com o cédigo da amostra.

OBS: AMOSTRAS COAGULADAS DEVEM SER COLOCADAS EM BANHO
MARIA A 37°C POR 10 MINUTOS E EM SEGUIDA COLOCA-LAS NO FREEZER POR
MAIS 10 MINUTOS (SHOCK TERMICO).

Lise de Hemacias/clélulas - 12 LAVAGEM:

2. Acrescentar 1mL de RCLB (1X) gelado.

3. Homogeinizar cada amostra no vortex manual e coloca-las no vortex
automatico por 20 minutos.

Programacao do vortex automatico:

- VORTEMP 56: Temperatura: off / RPM (x10): 140 / Tempo: 20 min.

- THERMO SHAKER: Temperatura: off / Speed: 1400 / Tempo: 20 min.
4. Centrifugar a 13.000 rpm por 3 minutos a 20°C.

5. Desprezar o sobrenadante.

6. Quebrar o pelett com uma ponteira.

22 LAVAGEM:
7. Acrescentar 1mL de RCLB (1X) gelado.
8. Homogeinizar cada amostra no vortex manual e coloca-las no vortex

automatico por 10 minutos.
9. Centrifugar a 13.000 rpm por 3 minutos a 20°C.
10.  Desprezar o sobrenadante.
11.  Quebrar o pelett com uma ponteira.

32 LAVAGEM:

12. Acrescentar 1mL de RCLB (1X) gelado.

13.  Homogeinizar cada amostra no vortex manual e coloca-las no vortex
automatico por 5 minutos a 55°C ou colocar em banho — maria a 55°C por 5 minutos.

Programacao do vortex automatico:

- VORTEMP 56: Temperatura: 55°C / RPM (x10): OFF / Tempo: 5 min.

- THERMO SHAKER: Temperatura: 55°C / Speed: OFF / Tempo:5 min.

14.  Ainda no vortex automatic Programa-lo da seguinte forma:

Programacao do vortex automatico:

- VORTEMP 56: Temperatura: off / RPM (x10): 140 / Tempo: 10 min.

- THERMO SHAKER: Temperatura: off / Speed: 1400 / Tempo: 10 min.

15.  Centrifugar a 13.000 rpm por 3 minutos a 20°C.

16.  Desprezar o sobrenadante.

17.  Quebrar o pelett com uma ponteira.
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42 LAVAGEM:

18.  Acrescentar 1mL de RCLB (1X) gelado.

19. Homogeinizar cada amostra no vortex manual e coloca-las no vortex
automatico por 10 minutos.

20.  Centrifugar a 13.000 rpm por 3 minutos a 20°C.

21.  Desprezar o sobrenadante.

22. NAO Quebrar o pelett.

Desproteinizacéao:

23.  Adicionar ao pellet : 40uL de proteinase K, 20 yL de SDS 20% em
temperatura ambiente e 240 yL de agua de injecao.

24. Homogeinizar cada amostra no vortex manual e coloca-las no vortex
automatico por 40 minutos a 55°C ou Incubar em banho-maria a 55°C por 40 minutos (na
2 do tempo homogeinizar as amostras no vortex manual)

Programacao do vortex automatico:

- VORTEMP 56: Temperatura: 55°C / RPM (x10): 140 / Tempo: 40 min.

- THERMO SHAKER: Temperatura: 55°C / Speed: 1400 / Tempo:40 min.

25. Deixar atingir temperatura ambiente antes de prosseguir.

26.  Adicionar 100 uL de NaCl Saturado (6M) a temperatura ambiente.

27.  Homogeinizar no vortex manual.

28.  Centrifugar a 13.000 rpm por 5 minutos a 20°C.

29. Transferir o SOBRENADANTE para um novo eppendorf de 1,5mL contendo
100 pL de NaCl Saturado (6M).

30. Homogeinizar no vortex manual.

31.  Centrifugar a 13.000 rpm por 5 minutos a 20°C.

32.  Transferir o SOBRENADANTE para um novo eppendorf de 1,5mL.

Desidratacao:

33.  Acrescentar 800 pL de ETHO (Alcool) Absoluto para extragéo gelado.

34. Inverter gentilmente os tubos, varias vezes, para precipitar o DNA.

35.  Centrifugar a 13.000 rpm por 2 minutos a 20°C.

36. Desprezar o sobrenadante.

37.  Adicionar 1mL de Alcool 70% para extragdo gelado.

38.  Centrifugar a 13.000 rpm por 2 minutos a 20°C.

39. Desprezar o sobrenadante.

40. Deixar secar em temperatura ambiente por 24 hr

2° DIA: HIDRATACAO
1. Ressuspender o DNA com 50 pL de agua de injegao.
2. Deixar na geladeira por 24 hr para hidratar o DNA

3° DIA: HOMOGEINIZAR
1. Colocar em banho-maria a 37°C por 30 minutos para dissolver bem.
2. Homogeinizar no vortex.
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3. Verificar a concentragao, diluir se necessario e armazenar a -20°C (Freezer)
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