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Resumo

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca autoimune que afeta diversos
orgdos e sistemas. Embora os fatores que contribuem para a patogenia da doenca
nao estejam totalmente esclarecidos, sabe-se que o LES € um disturbio multifatorial
que envolve a ativacdo de células B e T autorreativas contra uma variedade de
componentes intracelulares. A proteina Semaforina 4A (SemadA) ¢é
preferencialmente expressa em células dendriticas, B e T e esta envolvida na
ativacdo de células T, regulando a resposta imune mediada por essas células,
podendo dessa forma estar envolvida no desencadeamento da doenca. O presente
estudo investigou a associacdo dos polimorfismos de base Unica (SNPs) rs7695
[C>T], rs3738582 [C>G], rs12401573 [C>T] e rs3738581 [C>T] com a
susceptibilidade ao LES e as suas manifestacdes clinicas. O grupo amostral foi
constituido por duas populacdes brasileiras com LES, sendo 158 pacientes e 189
controles provenientes do Sudeste, e 122 pacientes e 159 controles provenientes do
Nordeste. As analises estatisticas e o equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) foram
realizadas através dos programas SNPStats e R 2.15.0. Todos 0s grupos analisados
estavam em equilibrio de HW. O SNP rs3738581 (C>T) foi associado a doenca nas
duas populacdes estudadas com todos 0s gendtipos conferindo susceptibilidade ao
LES (Sudeste: T/T OR = 3,60 e C/T OR = 2,36; Nordeste: T/T OR = 13,17 e C/T OR
= 2,12). Em relacdo &s manifestacdes clinicas, na populacdo do Sudeste foi
observada associacdo entre alteracbes neuroldgicas em 3 dos SNPs testados
(rs7696, rs12401573 e rs3738581); e ainda SAAF (rs7695) e alteracbes
hematoldgicas (rs3738581). Na populacdo do Nordeste foram observadas
associacfes entre Ulceras orais (rs7696) e “rash” malar (rs12401573). Todas as
associacfes foram estatisticamente significantes apds a corre¢cdo de Bonferroni (p-
value < 0,0125). Esse é o primeiro estudo relatando associacdo do gene SEMA4A e
a susceptibilidade ao LES, envolvendo uma das principais caracteristicas
responsaveis pela mortalidade dos pacientes, que séo as alteracdes neuroldgicas.

Palavras-chave: Lapus Eritematoso Sistémico; SNPs; SEMA4A
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Abstract

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autoimmune disease that affects several
organs and systems. Although the factors that contribute to the pathogenesis of the
disease are not fully understood, it is known that SLE is a multifactorial disorder that
involves the activation of autoreactive B and T cells against a variety of intracellular
components. The protein Semaphorin 4A (Sema4A) is preferentially expressed on
dendritic cells, B and T and is involved in T cell activation, regulating the immune
response mediated by these cells, and may thus be involved in triggering the
disease. The present study investigated the association of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) rs7695 [C> T], rs3738582 [C> G], rs12401573 [C> T] and
rs3738581 [C> T] with susceptibility to SLE and its manifestations clinics. The sample
group consisted of two Brazilian populations with SLE, 158 patients and 189 controls
from the Southeast, and 122 patients and 159 controls from the Northeast. The
statistical analyzes and Hardy-Weinberg (HW) were performed through SNPStats
and R 2.15.0 programs. All groups were in HW equilibrium. The SNP rs3738581
(C>T) was associated with the disease in the populations studied with all genotypes
conferring susceptibility to SLE (Southeast: T/T OR = 3.60 e C/T OR = 2.36;
Northeast: T/T OR = 13.17 e C/T OR = 2.12). Regarding types of clinical
manifestations in the Southeast population association was observed between
neurological disorders in 3 of the tested SNPs (rs7696, rs12401573 and rs3738581)
and still SAAF (rs7695) and hematological (rs3738581). In the Northeast population
associations between oral ulcers (rs7695) and malar rash (rs12401573) were
observed. All associations were statistically significant after Bonferroni correction (p-
value <0.0125). This is the first study reporting the association SEMA4A gene and
susceptibility to SLE, involving also a major clinical feature responsible for the
mortality of patients that are neurological alterations.

Key words: Systemic Lupus Erythematosus; SNPs; SEMA4A
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1. Introducao

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenca crbnica autoimune
de etiologia desconhecida e patogénese multifatorial. Varios fatores estédo
implicados no desencadeamento da doenca como genéticos, ambientais,
imunologicos e hormonais, resultando em manifestacdes clinicas heterogéneas
que afetam diversos tecidos ou O6rgdos do paciente. O diagnostico do LES é
baseado em 11 critérios clinicos e imunolégicos, estabelecidos pelo Colégio
Americano de Reumatologia (ACR). De acordo com o ACR para que o
diagnoéstico da doenca seja confirmado ao menos quatro deles precisam estar
presentes, simultaneamente no individuo.

As semaforinas foram primeiramente descritas em células do sistema
nervoso e estdo envolvidas na orientacdo de axdnios durante o desenvolvimento
desse sistema. Essas proteinas também estdo envolvidas na organogénese,
vascularizacdo, angiogénese e progressdo do cancer. No sistema imune, as
semaforinas sdo conhecidas como semaforinas imunes, desempenhando um
papel crucial na regulacdo da resposta imune através de células dendriticas.

Entre as semaforinas imunes, a Semaforina 4A (Sema4A) € expressa
constitutivamente em células dendriticas e em células B ndo ativadas, mas néo
apresenta expressao em células T ndo ativadas. Sema4A estd envolvida na
ativacdo e diferenciacdo de células T, regulando a resposta imune mediada por
essas células através da interagdo com seu receptor Tim-2 (T-cell,
immunoglobulin and mucin domain protein 2). Apesar do crescente numero de
estudos sobre o envolvimento das semaforinas no sistema imunolégico, pouco é

conhecido sobre sua participagdo em doencas autoimunes. No LES, ha uma
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desregulacdo imunoldgica geral causada pela quebra da autotolerancia nas
células B e T, bem como defeitos na remoc¢ao de corpos apoptéticos e ativacao
inadequada de APCs.

Polimorfismos de base uUnica (SNPs) sdo a maior fonte de variacdes
genéticas interindividuais e estdo sendo utilizados como uma extraordinaria
ferramenta na analise de marcadores genéticos para identificar polimorfismos
génicos na predisposicdo a uma gama de doencas genéticas, principalmente
doencas multifatoriais. Dessa forma, pesquisas com o0 intuito de detectar
polimorfismos em genes candidatos, como o SEMA4A no LES, poderao contribuir
significativamente para a compreensdo do processo de desenvolvimento da
doenca.

Em estudo anterior, o gene SEMA4A mostrou-se diferencialmente
expresso nos pacientes com LES, com expressdo 32 vezes maior do que a
observada nos controles, sugerindo que SNPs neste gene poderiam alterar, de
alguma forma, a proteina produzida, levando a uma resposta imune mediada por
células T exacerbada com participacdo na quebra e manutencdo da
autotolerancia presente no LES.

A literatura no que se refere as consequéncias das alteracbes no gene
SEMA4A ainda é escassa e sua participacdo em doencas autoimunes nunca foi
investigada. Desta forma, até o momento, ndo foram realizados estudos
investigando o gene SEMA4A na patogénese do LES, tornando o presente estudo
o primeiro a relacionar polimorfismos de base uUnica (SNPs) neste gene com a

susceptibilidade ao lapus.



2. Revisao da Literatura

2.1 Lapus Eritematoso Sistémico

2.1.1 Epidemiologia

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca autoimune
subdiagnosticada, o que dificulta a coleta de dados mais precisos no que diz
respeito as suas taxas de incidéncia e prevaléncia em todo o mundo (Borchers, et
al., 2010). A prevaléncia mundial do LES pode variar entre 20 a 150 casos a cada
100.000 pessoas (Tsokos, 2011), enquanto a incidéncia varia aproximadamente
de 1 a 10 novos casos a cada 100.000 pessoas por ano (Kandala et al., 2013).

O LES apresenta taxas de prevaléncia e incidéncia variadas em
diferentes regides do mundo devido, principalmente, as variacbes nos fatores
genéticos, populacionais e ambientais (Vilar & Sato, 2002; Kyttaris, 2010). A
incidéncia da doenca na Dinamarca é de 1 caso a cada 100.000 individuos,
enquanto sua prevaléncia é de 28,3 casos a cada 100.000 (Fortuna & Brennan,
2013). Na Rdssia, as taxas de prevaléncia e incidéncia no LES sdo de 9 casos em
100.000 e 1,4 novo caso a cada 100.000 pessoas por ano, respectivamente
(Nasonov et al., 2014). A prevaléncia e a incidéncia do LES no Reino Unido séo,
respectivamente, 25 em cada 100.000 pessoas e 9 novos casos a cada 100.000
pessoas (Tiffin et al., 2013). Na China, um estudo recente estimou a prevaléncia
da doenca em 37,56 casos a cada 100.000 pessoas (Zou et al., 2013).

Estudos epidemioldgicos realizados no Brasil, onde ha uma grande
miscigenacéo racial e diferentes condigdes climéaticas, mostraram como as taxas

de incidéncia da doenca podem diferir entre regides de um mesmo pais. O
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primeiro estudo foi realizado no Nordeste brasileiro, na cidade de Natal, no Rio
Grande do Norte, por Vilar & Sato (2002), o qual indicou uma incidéncia anual de
8,7 a cada 100.000 pessoas, com uma frequéncia maior em mulheres (14,1: 2,2).
O segundo estudo realizado foi no Sul do Brasil, em Cascavel, no Parana, por
Nakashima et al. (2011) mostrou uma incidéncia de 4,8 casos por 100.000
habitantes/ano. Essa divergéncia presente nas incidéncias entre as cidades
estudadas pode ser explicada pela localizacdo geografica de Natal, pois essa
cidade recebe altas taxas de raios ultravioletas, bem como pela formacao étnica
das regides estudadas, uma vez que a porcentagem de pardos e negros em Natal
€ superior ao percentual da cidade de Cascavel (Vilar & Sato, 2002; Nakashima et
al., 2011).

Estudos étnicos mostram que os individuos com descendéncia
caucasiana sao menos afetados pela doenca (Danchenko et al., 2006). Isso pode
ser observado entre diferentes etnias com descendentes africanos, hispanicos ou
asiaticos, os quais sédo cerca de trés vezes mais acometidos pelo LES quando
comparadas com populacdes caucasianas (Pons-Estel et al., 2010). Além do que,
individuos afrodescendentes acometidos pelo LES apresentam pior evolucdo da
doenca e, consequentemente, menor sobrevida em relacdo aos individuos
caucasianos (Lockshin, 2008).

O LES afeta predominantemente mulheres em idade reprodutiva, entre 25
e 44 anos (Danchenko et al., 2006), com uma taxa que varia de 6 a 14 mulheres
afetadas para cada homem afetado (Jakes et al., 2012). A doenca também pode
ocorrer na infancia e na senescéncia. Entretanto, a taxa de incidéncia do LES
infantil na Europa e na América do Norte, em criangas menores de 16 anos, €

menor que 1 a cada 100.000 pessoas (Huemer et al.,, 2001). Diferente da fase



adulta, a incidéncia/prevaléncia do LES juvenil e em idosos ndo apresenta
diferencas tdo contrastantes entre 0s sexos, 0 que corrobora a influéncia dos
fatores hormonais no desenvolvimento da doenca (Kyttaris, 2010).

2.1.2 Patogénese do LES

As doencgas autoimunes sao caracterizadas por uma resposta inflamatoria
inadequada e alterada com consequente comprometimento de tecidos e 6rgaos,
no qual o sistema imune ndo é capaz de diferenciar o préprio do ndo proprio
(Zenewicz et al., 2010). Segundo Abbas et al. (2008), tais disturbios sdo definidos
pela perda da capacidade de autotolerdncia do sistema imunolégico, ou seja,
alteracbes no processo da autotolerancia levam a respostas imunolégicas
dirigidas contra antigenos autélogos que podem resultar nas doencas
autoimunes.

A autotolerancia pode ser dividida em toleréncia central e periférica. A
tolerancia central assegura que linfocitos imaturos presentes nos 6rgaos linfoides
primarios, como a medula 6ssea para as células B e o timo para as células T,
reconhecam antigenos préprios, sendo que tal reconhecimento pode provocar:
morte por apoptose; edicdo de receptor em células B imaturas; ou diferenciacédo
de células T CD4" em células T reguladoras (Treg). A tolerancia periférica
promove a eliminacdo ou desativacado de linfécitos maduros por anergia, delecao
ou supressado, quando essas células reconhecem antigenos préprios nos tecidos
periféricos (Abbas et al, 2008).

Além da perda da autotoleréncia, a patogénese de doencas autoimunes
também envolve a ativacdo inadequada de células apresentadoras de antigenos
(APCs), fazendo com que essas células sejam ativadas de modo a apresentar 0s

antigenos proprios ao sistema imunolégico de forma imunogénica, levando a uma
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cascata de reacdes que culmina na producdo de autoanticorpos por células B
autorreativas provocando o dano tecidual (Abbas et al., 2008).

O LES é conhecido por ser o prototipo mais completo de uma doenca
autoimune, justamente por envolver alteracbes em todos 0s niveis da resposta
imune e suas células. Sendo assim, alteracdes nas células do sistema imune,
bem como nos produtos secretados pelas mesmas, como citocinas e
autoanticorpos, fazem do organismo do individuo afetado pelo LES, um ambiente
propicio para que a patologia tenha inicio (Zenewicz et al., 2010; Tsokos, 2011).

A patogénese do LES é complexa e abrange todo o sistema imunolégico, o
qual apresenta desregulacdo devido a diversos fatores que alteram células e
proteinas do sistema imune, levando ao dano tecidual, como mostra a figura 1 (Yu

et al., 2012).

Fatores

[ Geneéticos ] [Ambientals ] lr'IgTJ:‘a’::_nos] |n.,. ', g ]

W /
e e

ol
Citocinas o o " . Células T

//1\\

3 TRNDB

Rim Pulmdes Cérebro Coragao

Figura 1. Visdo geral da patogénese do Lupus Eritematoso Sistémico. O esquema ilustra a
atuacao dos fatores envolvidos na etiopatogénese do LES e a interacdo com os componentes do
sistema imune, resultando no dano a 6rgdos e tecidos caracteristica da doenca. Adaptado de
Tsokos (2011).



2.1.3 Alteracdes Imunoldgicas no LES

As citocinas sao proteinas secretadas pelas células do sistema
imunoldgico e podem ter efeitos tanto estimulatorios, participando da proliferacéo,
ativacdo e quimiotaxia, quanto supressores, favorecendo a diminuicdo de
respostas imunes indesejadas ou inadequadas. Dessa forma, alteragbes nessas
proteinas tém sido implicadas na patogénese do LES, uma vez que elas exercem
papel importante na modulacéo da resposta imunolégica (Apostolidis et al., 2011).

A Interleucina-2 (IL-2) é secretada por células T e desempenha funcdes
imunorreguladoras importantes sobre essas células. No LES, ha uma diminui¢ao
na producdo dessa citocina (Alcocer-Varela & Alarcon-Segovia, 1982), o que pode
contribuir para a reducdo do numero de células T reguladoras (Tregs), uma vez
que a IL-2 é necessaria para a sobrevivéncia e funcionamento dessas células
(Lieberman & Tsokos, 2010). Niveis reduzidos de IL-2 também resultam em baixa
atividade de células T citotdxicas, aumentando o risco de infec¢cdo em pacientes
debilitados pela doenca. Por fim, a deficiéncia de IL-2 no LES implica na
supressédo do mecanismo de morte celular induzida por ativagéo, e consequente
aumento da longevidade de células T autorreativas (Tsokos, 2011).

A Interleucina-17 (IL-17) é produzida principalmente por células T e é
importante elo entre a imunidade adaptativa mediada por células T e os
componentes inflamatérios da imunidade inata, desempenhando papel essencial
na resposta imune contra certas bactérias e fungos (Abbas et al., 2008). As
células produtoras de IL-17, células Th17, tém sido implicadas na patogénese de
vérias doencgas autoimunes, incluindo o LES. O soro de individuos com a doenca
contém niveis anormalmente elevados dessa citocina e, tais pacientes, também

secretam a IL-17 através de células T CD4" e CD4CD8 (duplo negativas)
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(Nalbandian et al., 2009; Crispin et al., 2010). Pacientes com nefrite lGpica, umas
das manifestacdes clinicas mais recorrentes nesses individuos, apresentam
células secretoras de IL-17 em infiltrados nos rins. O aumento da producéo de IL-
17 esta correlacionado com a atividade da doenca, isto é, a liberacdo dessa
citocina amplifica a resposta inflamatoria, recrutando células efetoras aos 6rgaos
alvos (Yang et al., 2009).

O Interferon tipo | (IFNa e IFNB) participa de varias fun¢des, como antiviral,
antiproliferativa e imunomoduladora. Devido a isso, essa citocina foi relacionada
com o processo patogénico de diversas doencas autoimunes, incluindo o LES
(Apostolidis et al., 2011). Estudos avaliando os niveis séricos de IFN | em
pacientes com LES mostraram que tanto os pacientes quanto os individuos
saudaveis de uma mesma familia tém producédo elevada de IFNa (Niewold et al.,
2007; 2008). Isso indica que o controle genético do IFN | é significativo para a
susceptibilidade a doenca. Entretanto para o desenvolvimento das manifestacdes
clinicas, sdo requeridas associacdes com outros fatores como, por exemplo,
polimorfismos genéticos em outros genes, fatores ambientais e hormonais
(Apostolidis et al., 2011). Além disso, um estudo de anélise de expressédo génica
de IFN | mostrou que 90% dos pacientes exibiram altos niveis séricos dessa
citocina, levando ao que se chama de assinatura de IFN, mas apenas 40% a 50%
dos pacientes tinham uma atividade significativa de IFN, sugerindo que fatores
adicionais sao necessarios para uma sensibilidade aos sinais liberados pelo IFN
(Apostolidis et al., 2011).

As células dendriticas (CDs) sao células apresentadoras de antigenos
provenientes do mesmo precursor de mondcitos. Sdo amplamente distribuidas

pelos varios tecidos do corpo, permitindo a imunovigilancia contra patdégenos



invasores, sendo responsaveis por induzir a resposta imune contra particulas
estranhas e por manter a autotolerancia (Seitz, 2010). As CDs tém papel
importante no desenvolvimento do LES e podem influenciar no surgimento da
doenca através da apresentacdo de autoantigenos, secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias, como o IFN I, e induzindo a producdo de autoanticorpos pelas
células B (Choi et al., 2012).

Alguns dos principais eventos que ocorrem no LES séo os disturbios no
mecanismo de apoptose ou desregulacdo na remocdo de células apoptéticas
(Rastin et al., 2013). Normalmente, essas células sdo rapidamente removidas por
fagdcitos e seus conteudos — proteinas e material nuclear — séo internalizados e
digeridos. No LES, os corpos apoptéticos permanecem no meio extracelular e sdo
expostos ao sistema imune que ndo reconhece tais estruturas como proprias,
resultando no surgimento exacerbado de antigenos autélogos (Abbas et al.,
2008). Esses autoantigenos sao responsaveis por ativar CDs, as quais
apresentam tais antigenos as células T que estimulam células B, levando a

producgéo de autoanticorpos, como mostrado na Figura 2 (Tiffin et al., 2013).
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Figura 2. Mecanismo geral dos disturbios de apoptose e desregulacdo na remocgéo de células
apoptoticas, culminando na deposicéo de imunocomplexos. Adaptado de Tiffin et al. (2013).

A desregulacdo das imunidades inata e adaptativa promove a liberacéo de
autoanticorpos contra, aproximadamente, 150 tipos diferentes de antigenos
autdlogos, dando inicio as lesdes teciduais (Fortuna & Brennan, 2013). A
producdo de autoanticorpos causa a formacdo de imunocomplexos, 0s quais se
depositam nos tecidos e ativam o sistema complemento, caso nao sejam
removidos had o desencadeamento da resposta inflamatéria, causando o dano
tecidual (Kyttaris, 2010). Essa hipotese foi corroborada uma vez que diversos
componentes do sistema complemento se mostraram alterados e tiveram seus
genes associados com a susceptibilidade ao LES. Individuos com deficiéncia de
C1q, C2 ou C4 apresentaram um risco maior de desenvolver LES do que pessoas
saudaveis. Pessoas com deficiéncia de Clq mostraram um risco de 90% de
desenvolvimento do LES, enquanto pessoas com niveis de C2 diminuidos e total
auséncia de C4, mostraram um risco de 10% e 75%, respectivamente (Tsokos,

2011). Tais achados mostram a importancia do complemento tanto como primeira
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linha de defesa contra patégenos, quanto no processo de desenvolvimento da
autoimunidade, ja que o sistema complemento opsoniza os imunocomplexos,
facilitando a sua remocdo, prevenindo, assim, o desencadeamento de uma
resposta inflamatoria (Kyttaris, 2010).

Os autoanticorpos sao produzidos por células B autorreativas, as quais
fazem parte do conjunto normal de células num organismo saudavel. Entretanto,
no LES, essas células desempenham uma funcédo inadequada, provavelmente
devido ao seu processo de maturacdo defeituoso (Kyttaris, 2010). As células B
imaturas, que normalmente reconhecem e sdo ativadas contra autoantigenos
durante seu processo de maturacdo, sdo submetidas aos mecanismos de
tolerancia imunolégicos, evitando a presenca dessas células autorreativas em
orgdos do sistema imune periférico (Yurasov et al., 2006). Popula¢cbes de células
B inativas em pacientes com LES apresentam mais da metade dessas células
autorreativas antes mesmo do primeiro encontro com antigenos, o que indica
falhas dos pontos de verificacdo durante a maturacdo desses linfocitos,
resultando em um maior numero de células B autorreativas produzindo
autoanticorpos (Yurasov et al., 2005). Entretanto, as células B ndo tém apenas a
funcdo de produzir autoanticorpos. Tais células podem também provocar a
autoimunidade promovendo a apresentacdo de antigenos autélogos as células T,
funcionando assim como APC (Tobon et al., 2013).

Os linfocitos T, principalmente os T helper (Th), sdo responsaveis por
estimular reacdes inflamatérias, secretando citocinas e recrutando mais
leucocitos. Nas doencas autoimunes, como no LES, a interacdo de células T
autorreativas, que escaparam dos mecanismos de autotolerancia, com

autoantigenos, promove a inflamacéo exacerbada caracteristica dessas doencas
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(Abbas et al.,, 2008). Quando acoplado ao seu ligante, quer seja antigeno ou
autoantigeno, o receptor de célula T (TCR) provoca, intracelularmente, uma
cascata de sinalizacdo, sendo que no LES, essa sinalizacdo é precoce e
amplificada (Kyttaris, 2010). Uma vez que o complexo CD3 do TCR é ativado,
sinais intracelulares sdo desencadeados e podem bloquear a transcricdo do gene
da IL-2, levando a uma deficiéncia dessa citocina e, consequente reducédo de
Tregs e supressao da ativacdo da morte celular de células T autorreativas
(Crispin et al., 2010; Lieberman & Tsokos, 2010; Tsokos, 2011). Linfocitos Tregs
participam do controle da tolerancia periférica e desordens nessas células podem
contribuir para o desenvolvimento do LES. Chavele e Ehrenstein (2011)
constataram uma relacéo inversa entre a capacidade de supressao dos Tregs € a
atividade da doenca, uma vez que no LES, a ativacdo descontrolada das células
autorreativas B e T pode ser parcialmente atribuida a defeitos nos Tregs. O
desequilibrio entre células B e T autélogas e Tregs leva a autoimunidade
(Chavele & Ehrenstein, 2011).

Essas alteracdes imunoldgicas, tanto da imunidade inata quanto da
adaptativa, contribuem, em conjunto, para a patogénese do LES. Dessa maneira,
as interacdes entre células dendriticas, células B e T autorreativas, auxiliam na
producéo de autoanticorpos, no desequilibrio das citocinas e na infiltracao tecidual
de células inflamatérias, provocando o surgimento das manifestacdes clinicas do

LES (Kyttaris, 2010).
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2.1.4 Manifestacdes Clinicas

O diagnostico do LES é feito de acordo com os critérios de classificacao
estabelecidos pelo Colégio Americano de Reumatologia (ACR) (Fortuna &
Brennan, 2013). Existem onze critérios para o LES, dentre os quais, a0 menos
quatro precisam estar presentes, simultaneamente no individuo, para que o

diagndstico da doenca seja confirmado (Quadro 1) (Hochberg, 1997).

Quadro 1. Critérios para o diagnostico do Lupus Eritematoso Sistémico de acordo com o ACR.
Adaptado de Tsokos (2011).

CRITERIOS

DEFINICAO

“rash” Malar

“rash” Discoide

Fotossensibilidade

Ulceras Orais

Artrite

Serosite
Desordens Renais

Distarbios
Neurolégicos

Desordens
Hematoldgicas

Alteracdes
Imunolégicas

Fator Anti-Nuclear

Eritema fixo, plano ou elevado, sobre as eminéncias
malares, tendendo a poupar sulco nasolabial;

Placas elevadas, eritematosas, com descamagéo
ceratoética e crosticulas;

Eritema cutaneo, as vezes maculopapular, como
resultado de uma exposigéo solar;

Ulceras orais ou nasofaringeanas, usualmente
dolorosas;

Artrite ndo erosiva, envolvendo duas ou mais
articulacBes periféricas, caracterizada por sensibilidade,
edema ou derrame articular;

Pleurite ou pericardite;

Proteinuria e/ou desordens no sedimento urinario;

Convulsdes e psicose;

Anemia, leucopenia, linfopenia e trombocitopenia,;

Presenca dos anticorpos anti-dsDNA, anti-SM e
antifosfolipidico;

Presenca de anticorpo antinuclear.
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O LES apresenta-se em duas fases distintas: a fase pré-clinica e a fase
clinica. A fase pré-clinica é a fase inicial da doenca, caracterizada pelo
desequilibrio do sistema imune, mas sem 0 aparecimento total das manifestacdes
clinicas, ocorrendo apenas sintomas inespecificos como febre, fadiga e dor de
cabeca. Com o passar do tempo, essas respostas imunologicas anormais tendem
a aumentar, levando aos sintomas clinicos mais caracteristicos da doenca, cuja
aparicdo determina a fase clinica do LES e seu estabelecimento no organismo,

como mostra a figura 3. (Tobdn et al., 2013).

Sintomas

l

Fase pré-clinica do Fase clinica do LES
LES

IHDI‘I‘HEI'IiDSII Virus I Luz UV

N

Autoimunidade Autoimunidade

Imunidade Normal| —— Benigna —3 Patogénica —3 > |Danc Tecidual

Susceptibilidade
Genética

Figura 3. Esquema demonstrativo do estabelecimento do LES, seus fatores associados e suas
fases. Adaptada de Tiffin, et al. (2013)

Os sintomas iniciais do LES sdo gerais e inespecificos, como mal-estar,
fadiga, febre baixa, perda de peso e adenomegalia e costuma evoluir com
manifestacbes cutaneas e articulares, alteracdes hematologicas e soroldgicas
(Assis & Baaklini, 2009). Na figura 4, estdo indicados os 0rgaos e sistemas mais

atingidos pela doenca.
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Sistema nervoso Membranas mucosas
central e periférico e olhos
Ataques, psicoses, dores de cabega, & | Ulosras nos olhos, nariz,
disfungdes cognitivas. e - boca ou vagina,
eurcpalias, depressio \a | Sindrome de Sjogren
febre baixa Sistema gastrointestinal
Coragdo, Pulmbes Nausea, vomito,
Pesicardie, miocarde, S, SXIMSK O Dot
endocardite, pleunte,
poeumonite Sistema reprodutivo
Rins Complicagbes na gravidez,
Edema, hipertensio,
proteiniria, no ciclo menstrual
ineufciéncia renal Sistema msculo-esquelético
Fadiga extrema, artralgia,
Sangue mialgia, artrite & miosite
Anemia, trombocitopenia. Pele
leucopenia, trambose, Asa de borboleta, lesdes
cirautagio de aubbanioorpos & cuténeas, folossensibiidade,
imunocompiexcs aopécia, vasculite,
Fendmeno de Raynaud

Figura 4. Manifestacdes clinicas apresentadas pelos pacientes com LES e os diferentes érgéos e
sistemas envolvidos (Fonte: www.misodor.com/LUPUS.html).

As principais manifestacfes clinicas ocorrem na pele e nos sistemas
nervoso, renal, sanguineo e imunoldgico. Essas manifestacdes clinicas podem
variar em grande propor¢do, com acometimentos concomitantes, aditivos ou
sequenciais, ciclicos ou persistentes, agudos ou crénicos (Robinson, 2011).

O LES é caracterizado por periodos alternados de inatividade, atividade e
progressdo da doenca (Fortuna & Brennan, 2013). O periodo de remisséo é
bastante instavel e pode durar semanas, meses ou até anos; o periodo de
atividade geralmente € uma exacerbacdo dos sintomas ja estabelecidos; e a
progressao € caracterizada pelo aparecimento de novos sintomas. Fatores como
estresse, infec¢des, exposicdo excessiva ao sol, causas emocionais ou
interrupcdo do tratamento sdo possiveis razfes para o0 reestabelecimento da

atividade da doenca (Robinson, 2011).

15



A pele é um dos 6rgdos mais afetados pelo LES, com aproximadamente
85% dos pacientes acometidos por manifestacdes cutaneas, como “rash” malar,
fotossensibilidade, “rash” discoide e alopecia (Uva et al., 2012). O “rash” malar,
conhecido também por lesdo em forma de asa de borboleta (Figura 5), consiste
em uma erupcao eritematosa sobre as bochechas e o nariz, que pode ser
dolorosa e com prurido (Fortuna & Brennan, 2013). Esse tipo de lesdo ocorre em
30% dos pacientes com LES (Cojocaru et al., 2011). LesBes discoides podem ser
localizadas ou generalizadas, em forma de disco, e caracterizadas por placas
eritematosas de diferentes tamanhos com hiperqueratose folicular (Fortuna &
Brennan, 2013). O “rash” discoide muitas vezes é desenvolvido em &reas
expostas ao sol. A fotossensibilidade é responsavel pela formacédo de erupcdes
cutaneas devido a exposicao a luz ultravioleta, principalmente na face, nos bragos

e maos (Uva et al., 2012).

Figura 5. Rash malar ou lesdo em asa de borboleta — frequente nos pacientes com LES. Fonte:
Uva et al., (2012)

Os sintomas referentes ao aparelho locomotor tendem a ser assimétricos,
migratorios e moderadamente dolorosos, com comprometimento dos dedos das

maos, punhos, joelhos e, com menor frequéncia, dos cotovelos, ombros, quadris e
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tornozelos (Aparecida et al., 2013). As manifestacdes musculoesqueléticas mais
comuns no LES séo artralgia, artrite lUpica e osteonecrose e podem envolver as
articulagbes das maos, punhos e joelhos (Cojocaru et al., 2011).
Aproximadamente 90% dos pacientes apresentam dores articulares no inicio da
doenca (Assis & Baaklini, 2009).

O sistema cardiovascular é acometido pelo LES em cerca de 58% a 77%
dos pacientes. As alteracbes nesse sistema podem afetar o pericardio, o
miocardio, as véalvulas cardiacas e as artérias coronarias (Lalani et al., 2004; Goh
et al.,, 2012). A pericardite é uma das manifestacdes cardiacas do LES mais
comum, sendo um dos critérios de inclusdo usados para o diagnostico da doenca
na classificacdo da ACR (Hochberg, 1997).

O acometimento renal contribui de forma critica para a morbidade e
mortalidade da doenca. As desordens nefriticas ocorrem em pelo menos metade
dos pacientes em algum momento do desenvolvimento da doenca, e cerca de
10% dos pacientes evoluem para insuficiéncia renal crénica em cinco anos (Assis
& Baaklini, 2009). As manifestacdes renais podem se manifestar de forma leve,
apresentando proteindria, ou como uma forma mais grave, com uma
glomerulonefrite aguda ou crénica. A glomerulonefrite lUpica é consequéncia da
deposicado de imunocomplexos nos glomérulos do rim (Goh et al., 2012).

O envolvimento vascular € frequente em individuos com LES. Entre as
varias manifestagcdes vasculares presentes, estdo as vasculites cutaneas, as
quais sdo observadas principalmente em vasos de pequeno calibre; o Fenbmeno
de Raynaud que se caracteriza por uma resposta vascular exagerada a baixas

temperaturas e ao estresse emocional; e a vasculopatia livedoide, a qual esta
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associada com ulceragbes cronicas dos membros inferiores (Uva et al., 2012;
Radic et al., 2013).

Ao longo da evolucédo do LES, mais da metade dos pacientes com LES
desenvolvem alteracfes hematoldgicas (Assis & Baaklini, 2009), que vao desde
anormalidades na formacdo de elementos do sangue, da coagulacdo e fatores
fibrinoliticos, até de sistemas relacionados. As manifestacdes hematologicas mais
relevantes do LES sdo anemia, leucopenia, trombocitopenia e a Sindrome do
Anticorpo Antifosfolipidio (SAAF) (Sasidharan et al., 2012).

As alteracdes neuroldgicas acometem de 25% a 70% dos pacientes com
LES e podem afetar qualquer parte do sistema nervoso (Cojocaru et al., 2011). O
envolvimento do sistema nervoso central € considerado uma das maiores causas
de mortalidade e morbidade em pacientes com LES (Goh et al., 2012). Segundo a
classificacdo da ACR, pode ocorrer o comprometimento do sistema nervoso
central levando as seguintes alteracdes: estado confusional agudo, disfuncdo
cognitiva, psicose, disturbios do humor, distirbios da ansiedade, cefaleia, doenca
cerebrovascular, mielopatia, disturbios do movimento, sindromes
desmielinizantes, convulsdes e meningite asséptica; assim como distarbios do
sistema nervoso periférico tais como: neuropatia cranial, polineuropatia,
plexopatia, mononeuropatia simples ou mdultipla, polirradiculoneuropatia aguda
inflamatdria desmielinizante (sindrome de Guillain-Barré), distlrbio autonémico e
miastenia gravis (Assis & Baaklini, 2009). Entretanto, as manifestagdes
neurolégicas mais comuns sdo as dores de cabega e transtornos de humor
(Cojocaru et al., 2011).

Um estudo recente mostrou que que entre os pacientes com LES 7,8/100

por ano apresentam envolvimento grave do sistema nervoso central, tais como:
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crises epilépticas, acidente vascular cerebral, mielopatia, neurite éptica, meningite
asséptica e psicose aguda. Entre essas alteracdes, as crises epilépticas foram
associadas com a atividade exacerbada da doenca, enquanto a mielopatia foi
relacionada com a baixa atividade da doenca nesses pacientes (Kampylafka et
al., 2013).

Sendo a producdo de autoanticorpos contra uma grande variedade de
componentes celulares uma das principais caracteristicas do LES, as alteracfes
imunoldgicas sdo consideradas critérios para o diagnostico da doenca (Crispin et
al., 2010). Os anticorpos anti-nucleares (ANA) existem em 95% das mulheres com
LES. Os anticorpos anti-DNA de dupla cadeia sdo positivos em cerca de 75% dos
pacientes e sdo correlacionados com atividade e exacerbacdo da doenca. Os
anticorpos anti-Smith (anti-Sm) estdo presentes em 30% dos casos e sdo
especificos para LES. Os anticorpos anti-SSA/Ro séo dirigidos contra o antigeno
SSA/Ro, uma proteina nuclear e citoplasmatica ligada ao RNA, e estdo presentes
em 30% dos pacientes. Os anticorpos anti-SSB/La sdo encontrados em 10% dos
pacientes e sdo dirigidos contra o antigeno SSB/La que é uma fosfoproteina
nuclear associada ao RNA. Aproximadamente metade das mulheres com LES
apresentam anticorpos antifosfolipideos e cerca de 25% se enquadram na SAAF,
a qual é caracterizada por agregacao plaquetaria e formacédo de trombos (Ruiz-
Irastorza et al., 2010; Diniz-da-Costa et al., 2012; Radic et al., 2013). Apesar da
presenca desses autoanticorpos ser uma caracteristica constante na doenca, a

sua concentracéo e diversidade variam entre os pacientes (Nath et al., 2004).

2.2 A Genéticado LES

Os fatores genéticos tém grande importancia na fisiopatologia do LES.

Estudos familiares mostram que a concordancia entre gémeos dizigéticos € de
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cerca de 5%, enquanto que a de gémeos idénticos varia de 25% a 55%. A taxa de
herdabilidade da doenca supera 66%. Dessa forma, 10% dos pacientes com LES
tém, pelo menos, outro membro da familia acometido pela doenca (Mathian et al.,
2013). A maior prevaléncia do LES em determinados grupos étnicos também
reforca a influéncia genética subjacente a doenca (Tiffin et al., 2013).

Mutacbes monogénicas estdo associadas ao desenvolvimento do lupus em
apenas 5% dos pacientes, como no caso dos componentes do complemento C1q
e C4 (Mathian et al.,, 2013). A deficiéncia de C4 tem sido associada a uma
diminuicdo na eliminacéo de células B autorreativas, enquanto a falta de C1q leva
a eliminacéo deficiente de residuos apoptéticos. Entretanto, a doengca comumente
resulta do efeito combinado de varios genes. Uma vez que cada alelo contribui
minimamente, o efeito cumulativo de um grande nimero de genes é necessario
para aumentar a predisposi¢cao ao LES (Tsokos, 2011).

Estudos de ligacdo baseados em analise familial e anadlise de associagéo
genbmica em larga escala (GWAS) vém sendo utilizados na tentativa de
determinar a predisposicdo genética no LES. Todos esses estudos indicam a
existéncia de um sistema complexo, no qual multiplos genes podem participar da
determinacdo da doenca (Delgado-Vega et al., 2010). A maior parte dos genes
candidatos na patogénese do LES codificam proteinas que participam de diversas
funcdes, tanto na imunidade inata quanto na adaptativa (Mathian et al., 2013).

O complexo de histocompatibilidade humano (HLA) localizado na regiao
cromossOmica 6p21, codifica mais de 200 genes, a maioria com funcdes
imunologicas. Essa regiao foi a primeira associacdo genética descrita no LES
(Goldberg et al., 1976). Estudos de GWAS mostraram que a regido do HLA

apresenta uma forte contribuicdo no risco de desenvolvimento do LES com
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multiplos efeitos genéticos, em populacdes de origem europeia e asiatica. A
maioria dos genes do HLA estudados até hoje sdo de classe Il, como por
exemplo, o HLA-DR2 e o HLA-DR3, os quais mostraram associacoes
significativas com o LES em varias populacdes europeias, com o dobro do risco
de desenvolvimento da doenca para cada alelo (Deng & Tsao, 2010).

Na Uultima década, varios outros polimorfismos foram estudados em
diferentes genes e associados com a susceptibilidade ao LES, sendo que dentre
esses genes estdo citados principalmente os relacionados diretamente ao sistema
imune como o fator de necrose tumoral a (TNF a), o receptor da célula T (TCR), a
Interleucina 6 (IL 6), o receptor do complemento 1 (CR1), o FcyRIIA e FcyRIIIA
(ambos receptores Fc da 1gG) (Taylor et al., 2011). Sendo assim, o
desenvolvimento da doenca envolve pequenas variacdes em diversos genes que
podem contribuir com a desregulacdo da resposta imune e consequentemente
para o estabelecimento do lupus (Tsokos, 2011). A figura 6 mostra os loci e genes
associados com o lUpus, divididos em seis categorias de acordo com as funcdes
dos genes.

O gene IRF5 (fator regulador de Interferon 5) estd entre os genes mais
bem caracterizados no LES. O gene IRF5 codifica o principal fator de transcricao
na via do IFN tipo | e seus polimorfismos rs2070197, rs10488631 e rs12539741
foram associados com o desenvolvimento do LES nos Estados Unidos e Reino
Unido (Graham et al., 2007). O produto deste gene atua regulando genes
dependentes do IFN, citocinas inflamatorias e genes envolvidos na apoptose (Yu
et al., 2012).

O gene PTPN22 (Proteina tirosina fosfatase, nao-receptor tipo 22), que

codifica uma proteina que inibe a atividade de linfocitos T, apresenta um
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polimorfismo de base Unica nao sindnimo (rs2476601) [A>G] que esta associado
com a susceptibilidade a diversas doengas autoimunes, incluindo o LES (Taylor et
al., 2011). Esse polimorfismo causa a substituicAo de um aminodcido que
aumenta a atividade intrinseca da proteina, reduzindo a sinalizacao
desencadeada pelos receptores de células T, o que pode induzir a autoimunidade
através de alteracdes na selecdo de linfécitos autorreativos e reducdo da
atividade e do nimero de Tregs (Yang et al., 2009).

O gene CTLA-4 (Antigeno de linfécito T citotoxico 4) vem sendo descrito
como um dos mais importantes genes de susceptibilidade a doencas autoimunes.
A proteina codificada por esse gene é expressa na superficie de linfocitos T
ativados com uma funcado regulatéria inibitéria sobre essas células (Teft et al.,
2006). O gene BANK 1 (B-cell scaffold protein with ankyrin repeats 1) codifica
uma proteina adaptadora que faz parte da ativacdo de células B. Os
polimorfismos no BANK1 podem contribuir na alteracdo da manutencdo da
ativacdo dos receptores de células B, bem como para a hiperatividade dessas
células, comumente observada nos pacientes com LES (Kozyrev et al., 2008).

Além de estudos genéticos de associacdo de polimorfismos com o
desenvolvimento do LES, estudos de expressdo génica também vém sendo
realizados para a identificacdo de genes candidatos que possam ser Uteis para o
entendimento da patogénese, diagndstico e prognéstico do LES (Sandrin-Garcia

et al., 2009; Lee et al., 2012).
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Figura 6. Genes associados ao desenvolvimento do LES com suas respectivas localizacfes
cromossbémicas e fun¢des. Adaptado de Tsokos (2011).

PTPRT, UBE2L3, ATGS5, e RASGRP3

2.2.1 Gene Semaforina 4A

As semaforinas compreendem uma familia de glicoproteinas solaveis e
transmembranas filogeneticamente conservadas (Yu & Kolodkin, 1999). Essas
moléculas sdo divididas em oito subclasses com base na semelhanca de suas
sequéncias e nas caracteristicas estruturais, como mostra a Figura 8 (Kumanogoh
et al. 2002). As semaforinas sdo caracterizadas por apresentar uma sequéncia
extracelular homadloga, rica em cisteina, com aproximadamente 500 aminoécidos,

denominada dominio de semaforina (Sema) (Smith et al., 2011). As semaforinas
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que pertencem as subclasses 1 e 2 foram descobertas em espécies de
invertebrados, ja as subclasses de 3 a 7 sdo semaforinas de espécies de
vertebrados. A Ultima subclasse contém semaforinas descobertas em virus
(Kumanogoh & Kikutani, 2003). Semaforinas das classes 2 e 3 sao proteinas
secretadas, enquanto as da classe 7 sédo proteinas ancoradas via GPI (glicosil-
fosfatidil-inositol); o restante das classes sao de proteinas transmembranas (Yang

et al., 2009; Vadasz & Toubi, 2013).

N &
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B ||
Sema : \J
Extracelular { Cl : GPI
- S i
Citoplasma L
./
Subclasse 1 2 3 4 5 6 7 V

Figura 7. Estrutura da familia das semaforinas. As proteinas podem ser ligadas a membrana ou
sollveis, mas todas possuem o dominio sema. Adaptado de Kumanogoh & Kikutani (2003).

As semaforinas foram primeiramente descritas nas células do sistema
nervoso e estdo envolvidas na orientacdo de axodnios durante o desenvolvimento
neuronal. As semaforinas também estdo envolvidas na organogénese,
vascularizacdo, angiogénese e progressdo do cancer (Kumanogoh & Kikutani
2013). No sistema imune, as semaforinas sao conhecidas como semaforinas
imunes e participam de diversas fases das respostas imunoldgicas normais e

patolégicas. Algumas semaforinas podem suprimir a ativacdo e proliferacado de
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células imunes, enquanto outras estdo envolvidas na estimulacdo das respostas

imunologicas (Takamatsu & Kumanogoh, 2012).

Entre as semaforinas imunes, a semaforina 4A (Sema4A) € membro da
classe 4 de proteinas transmembranas e €é expressa constitutivamente. Sua
expressao aumenta progressivamente durante o desenvolvimento embrionario e o
MRNA (RNA mensageiro) do SEMAJ4A pode ser encontrado em Varios niveis de
expressao nos seguintes tecidos de adultos: cérebro (35 vezes), timo (21 vezes),
pulmdes (10 vezes), amigdalas (9 vezes) (Kumanogoh & Kikutani, 2003; Vadasz
& Toubi, 2013) (www.ncbi.nim.nih.gov/IEB/Research/Acembly/).

A SemadA é expressa na superficie de células dendriticas e células B
inativas, mas ndo em células T em repouso, embora sua expressao possa ser
levemente induzida em células T ativadas. A Sema4A derivada de APCs e a
SemadA proveniente de células T desempenham fun¢des diferentes na resposta
imune. Enquanto a proteina derivada, principalmente, de células dendriticas é
crucial para ativacao inicial das células T, a Sema4A de células T esta envolvida
na diferenciacdo de células Th (Okuno et al., 2011, Linder et al., 2013;). O padrao
de expressao dessa proteina indica que ela esta envolvida na ativacdo de células
T via APCs e que também atua como sinal coestimulatorio para as células T
(Kumanogoh & Kikutani, 2003). Segundo Nkyimbeng-Takwi et al. (2012), Sema4A
em APCs aumenta a ativacdo e diferenciacdo de células T através da interacéo
com o seu receptor Tim-2 “in vitro”.“In vivo” ocorre a producdo de células T
especificas para o antigeno. A Semad4A também aumenta a proliferacdo e
producdo de IL-2 pelas células T em resposta a estimulagdo com o anticorpo

especifico-CD3 (Nkyimbeng-Takwi et al., 2012).
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O papel da Semada em respostas imunes in vivo foi esclarecido com a
utilizacdo de SemadA soluvel e anticorpos monoclonais anti-Sema4A em
camundongos com encefalomielite imune experimental (EAE). A proteina soluvel
aumentou significativamente a producdo de células T antigeno-especificas e,
consequentemente, a exacerbacdo da doenca. Com a administracdo dos
anticorpos anti-Sema4A houve o bloqueio da ativacdo inicial dessas células T e
inibicdo da doenca. Entretanto, a administracao tardia de anticorpos anti-Sema4A,
apos o primeiro contato com o antigeno indutor da EAE, ndo fez qualquer efeito
sobre a doenca, indicando que Sema4A atua na fase inicial da ativacdo de células
T antigeno-especificas, sugerindo que Semad4A exibe propriedades
imunorreguladoras mais eficientes no inicio da resposta imune (Kumanogoh et al.,
2002).

No sistema imune, o receptor do Sema4A € o Tim-2 (dominio de mucina e
imunoglobulina de célula T-2), como mostrado na figura 8. A familia de proteinas
TIM é expressa em células T e é caracterizada por um conjunto conservado de
dominios de mucina e imunoglobulina. Outros membros dessa familia de
receptores também desempenham papel na resposta imune mediada por célula
T, como Tim-1 e Tim-3. Dessa forma os ligantes desses receptores, como 0
Sema4A, tendem a ser moléculas reguladoras que influenciam a ativacdo e

diferenciacdo de células T (Kumanogo & Kikutani, 2003).

26



MHC

SEMAZA -

e P.\ T call

tAtivagado e proliferagéo
de célula T.
tProdugéo de IL-2.

Figura 8. Envolvimento do SemadA na ativacdo de célula T através do Tim-2. Adaptado de
Kumanogoh & Kikutani (2003).

O gene Semaforina 4A (SEMA4A) esta localizado no cromossomo 1 (1g22)
e codifica uma proteina membro da familia das semaforinas, a Sema4A
(Semaphorin Nomenclature Committee, 1999). Esse gene é constituido por 15
éxons e 35 introns distribuidos em 24.150 pares de bases. Ha, provavelmente, 8
possiveis promotores no gene. A transcricdo produz 27 formas diferentes de

MRNA, sendo 25 variantes de splicing e 2 formas n&o excisadas (Figura 9).

pBLE

Gene SEMA4A

5 3
CI—— 1T O 1Ix 1 I 1T
1 2 789

3 456 10 11 121314 15

Figura 9. Localizacdo cromossémica indicada pela seta amarela e representacdo do gene
SEMA4A com seus 15 éxons. Adaptado de SNPbrowser 4.0.
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Mutagbes no gene SEMA4A estdo associadas com doencas oculares
degenerativas, como a retinite pigmentosa tipo 35 (RP35) e a distrofia dos cones
e bastonetes tipo 10 (CORD10). Abid et al. (2006) identificaram as primeiras
mutacBes no gene em humanos, associando-as com doencas degenerativas da
retina. No estudo, eles analisaram 190 pacientes com varias dessas doencas, tais
como retinite pigmentosa e distrofia dos cones e bastonetes, e encontraram 3
mutagbes pontuais no gene SEMA4A. No éxon 10, foram observadas a
substituicdo de G>C, causando uma mudanca no cédon 345, resultando na
mutacdo conservativa D345H; e a substituicdo de T>G provocando alteracdo no
coédon 350, dando origem a mutacdo nao-conservativa F350C. No éxon 15, a
substituicdo de G>A no codon 713 causa a mutacao conservativa R713Q (Abid et
al., 2006).

No LES h& uma desregulacdo imunoldgica geral causada pela quebra da
autotolerancia em células B e T, onde Sema4A ¢ expressa. Sabendo que o gene
SEMA4A mostrou-se diferencialmente expresso nos pacientes com LES, no
estudo de Sandrin-Garcia et al. (2009), pode-se sugerir gue SNPs neste gene
podem alterar, de alguma forma, a proteina produzida, levando a uma resposta
imune mediada por células T exacerbada. Sendo assim, a deteccdo de
polimorfismos no gene SEMA4A e sua susceptibilidade ao LES, poderdo
contribuir significativamente para a compreensao do processo de susceptibilidade

a doenca.
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3. Objetivos

3.1 Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a frequéncia de polimorfismos de
base Uunica (SNPs) no gene SEMA4A com a susceptibilidade ao Lupus
Eritematoso Sistémico (LES) e suas manifestacdes clinicas em pacientes de duas

populacdes brasileiras.

3.2 Especificos

1. Determinar a frequéncia dos SNPs rs3738582 [C>G], rs12401573 [C>T],
rs7695 [C>T] e rs3738581 [C>T] do gene SEMA4A em pacientes com LES e

individuos saudaveis;

2. Avaliar o grau de associacao desses polimorfismos com a susceptibilidade ao

LES;

3. Avaliar o grau de associacdo desses polimorfismos com as manifestacfes

clinicas do LES.
4. Avaliar a presenca de haplotipos entre os SNPs analisados no gene SEMA4A.

5. Caracterizar o perfil clinico/laboratorial dos pacientes com LES das populacfes

estudadas,
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4. Material e Métodos

4.1 Amostras

O grupo de estudo deste trabalho foi composto por duas populagdes

brasileiras, uma do Sudeste e outra do Nordeste, como descrito a seguir.

4.1.1 Populacdo 1: Sudeste

Amostras de DNA genbémico de 158 pacientes foram utilizadas, dos quais
93% (147) eram mulheres e 7% (11) homens, com idade média de 37,8 anos e
desvio padrdo de +11,9. O diagnéstico de LES foi realizado de acordo com
critérios definidos pelo Colégio Americano de Reumatologia (ACR) (Hochberg
1997). Essas amostras fazem parte do banco de amostras de pacientes, obtidas
no Ambulatério e Enfermarias da Divisdo de Imunologia Clinica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de S&o
Paulo (FMRP/USP), por meio de convénio de cooperacao cientifica firmado com o
Prof. Dr. Eduardo Antbnio Donadi do Departamento de Clinica Médica da
FMRP/USP. Como controles, foram utilizadas amostras de DNA gendmico de 189
individuos saudaveis, voluntérios, escolhidos aleatoriamente na populacdo do
Sudeste brasileiro. Genotipagem para HLA-A, B, C e DR/DQ foram feitas para
excluir o risco de haplétipos HLA do grupo controle, além da presenca de doencas
autoimunes nesses individuos e seus familiares de primeiro grau. A coleta,
manutencdo e manuseio das amostras foram previamente aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa, protocolo (#2234/2007). Os pacientes foram estratificados

segundo as manifestacdes clinicas, sexo e etnia, como descritos na tabela 1.
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Tabela 1. Descricdo das caracteristicas clinicas dos pacientes com LES do Sudeste brasileiro.

Caracteristicas Clinicas dos Pacientes n (%)

Sexo

Feminino 147 (93,04%)
Masculino 11 (6,96%)
Etnia

Descendentes de Europeu 120 (75,95%)
Descendentes de Africano 38 (24,05%)
ManifestacBes Clinicas e Laboratoriais

Alteracdes Cutaneas 88 (55,7%)
Fotossensibilidade 45 (28,5%)
Artrite 68 (43%)
Serosite 40 (25,3%)
Lapus Nefritico 87 (55,1%)
Distarbios Neurolégicos 30 (19%)
Alterac6es Hematologicas 84 (53,2%)
Alteragfes Imunologicas 87 (55,1%)
Fator Antinuclear positivo (FAN) 129(81,64%)
Anticorpo Anti-DNA (anti ds-DNA) 34 (21,52%)
Sindrome Antifosfolipidica 52 (32,9%)
Fenbmeno de Raynaud 8 (5,06%)

4.1.2 Populacdo 2: Nordeste

No total, foram analisados para a populacdo do Nordeste 122 pacientes,
entre os quais 97,5% (119) eram mulheres e 2,5% (3) homens, com idade média
37,5 anos e desvio padrédo + 10,4. O diagnostico de LES foi feito de acordo com
critérios definidos pelo Colégio Americano de Reumatologia (ACR) (Hochberg,
1997). Essas amostras fazem parte da Divisdo de Reumatologia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco. Como controles, foram
utilizadas amostras de DNA gendmico de 159 individuos, voluntarios, sem
historico familiar de doencas autoimunes na populacdo do Nordeste brasileiro.

Esse estudo foi aprovado pelo comité de ética do CCS (CAAE

31



03065312.3.0000.5208). Os pacientes foram estratificados segundo as

manifestacdes clinicas, sexo e etnia, como descritos na tabela 2.

Tabela 2. Descricdo das caracteristicas clinicas dos pacientes com LES do Nordeste brasileiro.

Caracteristicas Clinicas dos Pacientes N (%)

Sexo

Feminino 120 (98%)
Masculino 2 (2%)
Etnia

Descendentes de Africano 95 (77,87%)
Descendentes de Europeu 27 (22,13%)
ManifestacOes Clinicas e Laboratoriais

“rash” Malar 74 (60,7%)
“rash” Discoide 20 (16,4%)
Fotossensibilidade 84 (68,8%)
Artrite 90 (73,7%)
Ulceras 25 (20,5%)
Serosite 26 (21,3%)
Alteracbes Hematologicas 85 (69,6%)
Lapus Nefritico 62 (50,8%)
Disturbios Neurolégicos 11 (9%)
Altera¢cBes Imunoldgicas 42 (34,4%)
Anticorpo Anti-DNA (anti ds-DNA) 31 (25,4%)

4.1.3 Extracdo de DNA

O DNA gendmico dos pacientes do Sudeste brasileiro foi extraido do
sangue total periférico, usando o método salting out como descrito por Sambrook
et al. (1989). A extracdo do DNA gendmico, a partir do sangue total periférico, nos
pacientes do Nordeste foi realizada utilizando o kit de purificagdo de DNA
gendmico (Promega, Madison, WI), de acordo com o protocolo padrdo fornecido

pelo fabricante.
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4.2 Selecao dos SNPs e Genotipagem

Os SNPs estudados foram selecionados através do programa SNPBrowser
4.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA) e pelo banco de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). A selecdo dos SNPs considerou os seguintes
critérios: Tag SNPs, frequéncia alélica minima (MAF) de 10% e distribuicdo ao
longo do gene estudado. Desta forma, quatro SNPs foram selecionados no gene
SEMA4A (rs3738582 [C>G] localizado na regido 5’UTR; rs12401573 [C>T]
localizado no éxon 15; rs7695 [C>T] localizado na regiao 3'UTR e rs3738581

[C>T] préximo a 3’'UTR), como mostrado na figura 10.
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Figura 10. Posicdo dos SNPs e a area que eles representam no gene. Adaptado de SNPbrwoser

4.0.
Para a genotipagem dos polimorfismos, sondas fluorogéncias alelo-
especificas (Tagman Probes, Applied Biosystems, Foster City, CA) foram

utilizadas na plataforma de PCR em Tempo Real ABI7500 (Applied Biosystems,
Foster City, CA).
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4.3 Andlises de Dados

A ferramenta SNPStats (http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats) foi
utilizada para avaliar o equilibrio de Hardy-Weinberg da populagdo de estudo e
calcular as frequéncias alélicas e genotipicas. Para correlacionar as frequéncias
alélicas e génicas a susceptibilidade ao LES e as suas manifestacdes clinicas foi
utilizado o Teste Exato de Fisher pelo programa R versdo 2.1.1 (http://cran.r-
project.org/mirrors.html), considerando p-value < 0,0125 estatisticamente
significante. Para a andlise dos haplotipos foi utilizado o programa Haploview,
versdao 4,2. Valores de p < 0,0125 foram considerados estatisticamente
significantes. Para ajustar o p-value para testes multiplos foi aplicada a correcéo

de Bonferroni (p < 0,0125).
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5. Resultados

5.1 Associacdo dos SNPs no Gene SEMA4A e a Susceptibilidade ao LES

As frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs estao descritas nas tabelas
3 e 4. Todos os SNPs analisados estavam em equilibrio de Hardy—Weinberg em

ambos 0s grupos de pacientes e controles.

O SNP rs3738581 apresentou associacdo com a susceptibilidade ao LES
em ambas as populacdes estudadas, onde o alelo T mostrou um fator de risco
aumentado, tanto na populacdo do Sudeste (OR = 1,81, IC = 1,32 - 248, p =
0,12x10°®) quanto do Nordeste (OR = 2,48, IC = 1,94 - 4,16 p = 0,1x10°). Para a
populacéo do Sudeste os gendtipos T/T (OR = 3,60, IC = 1,79 —7,38, p = 0,1x10)
e C/IT (OR = 2,36, IC = 1,35 — 4,21, p = 0,13x10) também mostraram risco
aumentado para o desenvolvimento da doenca. Ja para a populacédo do Nordeste,
foram observadas as seguintes associa¢fes: genotipo T/T (OR = 13,17, IC = 4,56
— 47,01, p = 0,9x10™*): genétipo C/T (OR = 2,12, IC = 1,22 — 3,71, p = 0,58x107),
ambas conferindo susceptibilidade a doenca. Todas as associacdes foram
estatisticamente significantes apos a correcao de Bonferroni (p-value < 0,0125).

Os SNPs rs7695, rs3738582 e rs12401573 ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes entre as frequéncias alélicas e genotipicas quando
comparados o0s pacientes com LES e individuos controles, tanto do Sudeste

guanto do Nordeste brasileiros.
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controles do Sudeste analisados.

SNP Pacientes n (%) Controles n (%) Odds Ratio (95% IC) p-value

rs7695
Alelo 316 378
C 206 (65%) 268 (71%) 1,00
T 110 (35%) 110 (29%) 1,30 (0,93 -1,81) 0,11
Genotipo 158 189
CcC 65 (41%) 91 (48%) 1,00
CT 76 (48%) 86 (46%) 0,90 (0,56 — 1,44) 0,73
1T 17 (11%) 12 (6%) 1,97 (0,82 — 4,87) 0,10
rs3738582
Alelo 316 378
C 231 (73%) 275 (73%) 1,00
G 85 (27%) 103 (27%) 0,98 (0,69 - 1,39) 0,93
Gendtipo 158 189
CcC 83 (53%) 97 (51%) 1,00
CG 65 (41%) 81 (43%) 0,93 (0,38 - 2,91) 0,82
GG 10 (6%) 11 (6%) 1,06 (0,34 - 2,60) 1,00
rs12401573
Alelo 316 378
C 172 (54%) 193 (51%) 1,00
T 144 (46%) 185 (49%) 0,87 (0,64 - 1,19) 0,4
Genotipo 158 189
CcC 50 (32%) 46 (25%) 1,00
CT 72 (45%) 101 (53%) 0,65 (0,38 - 1,11) 0,12
TT 36 (23%) 42 (22%) 0,78 (0,41 — 1,49) 0,45
rs3738581
Alelo 316 378
C 144 (46%) 228 (60%) 1,00
T 172 (54%) 150 (40%) 1,81 (1,32-2,48) 0,12x10°
Genotipo 158 189
CcC 27 (17%) 67 (35%) 1,00
CT 90 (57%) 94 (50%) 2,36 (1,35-4,21) 0,13x107?
TT 41 (26%) 28 (15%) 3,60(1,79-7,38) 0,1x10°

Tabela 3. Distribuicao das frequéncias alélicas e genotipicas do gene SEMA4A nos pacientes e
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Tabela 4. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas do gene SEMA4A nos pacientes e

controles do Nordeste analisados.

SNP  Pacientes n (%) Controles n (%) Odds Ratio (95% IC) p-value

rs7695
Alelo 244 318
C 160 (66%) 208 (65%) 1,00
T 84 (34%) 110 (35%) 0,99 (0,68 - 1,43) 1,00
Genotipo 122 159
CcC 52 (43%) 69 (43%) 1,00
CT 56 (46%) 70 (44%) 1,06 (0,62 - 1,81) 0,89
1T 14 (11%) 20 (13%) 0,92 (0,39 - 2,14) 1,00
rs3738582
Alelo 244 316
C 182 (75%) 243 (77%) 1,00
G 62 (25%) 73 (23%) 1,13 (0,75 - 1,70) 0,55
Gendtipo 122 159
CcC 68 (56%) 90 (57%) 1,00
CG 46 (38%) 63 (40%) 0,96 (0,57 - 1,62) 0,90
GG 8 (7%) 5 (3%) 2,10 (0,57 - 8,57) 0,24
rs12401573
Alelo 240 312
C 129 (54%) 170 (54%) 1,00
T 111 (46%) 142 (46%) 1,03 (0,72 - 1,46) 0,86
Genotipo 120 156
CcC 37 (31%) 47 (30%) 1,00
CT 55 (46%) 76 (49%) 0,91 (0,50 - 1,66) 0,77
TT 28 (23%) 33 (21%) 1,07 (0,52 - 2,20) 0,86
rs3738581
Alelo 244 318
C 132 (54%) 245 (77%) 1,00
T 112 (46%) 73 (23%) 2,48 (1,94-4,16) 0,1x10°
Genotipo 122 159
CcC 38 (31%) 91 (57%) 1,00
CT 56 (46%) 63 (40%) 2,12 (1,22 -3,71) 0,58x10?
TT 28 (23%) 5 (3%) 13,17 (4,56 — 47,01) 0,9x10™"°
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5.2. SNPs no Gene SEMA4A x Manifestacdes Clinicas do LES

Além da analise da susceptibilidade dos polimorfismos do gene SEMA4A
com LES, neste trabalho foi analisada também a possivel associacdo destes
SNPs com as manifestacdes clinicas apresentadas pelos pacientes nas duas
populacdes analisadas.

Na populacdo do Sudeste brasileiro foi observada associacdo com
distarbios neurolégicos em 3 dos SNPs estudados: SNP rs7695 com o genétipo
C/IT (OR =255, IC =1,04 — 6,63, p = 0,026), SNP rs12401473 com o gendtipo
C/T (OR =2,82,I1C =1,00 - 6,15, p = 0,038) e SNP rs3738581 com 0 gendtipo
C/T (OR =4,30, IC =1,18 — 23,87, p = 0,017), todos indicando um fator de risco
ao desenvolvimento dessa manifestacdo nos pacientes com LES. O SNP rs7695
indicou susceptibilidade ao desenvolvimento da sindrome do anticorpo
antifosfolipidio (SAAF) para o genétipo C/T (OR = 2,43, IC = 1,02 - 6,13, p =
0,030) e o SNP rs3738581 indicou protecdo para aparecimento de alteracbes
hematolégicas para o genétipo C/C (OR = 0,30, IC = 0,07 — 0,96, p = 0,041) nos

pacientes estudados, conforme mostrado na tabela 5.

Tabela 5. Manifestagfes clinicas associadas ao gene SEMA4A nas populacdes do Sudeste e
Nordeste Brasileiros

Manifestacéo

. SNP Genotipo Odds Ratio (95% IC) p-value
Clinica
Populacdo Sudeste
Alterac6es Neurolégicas rs7695 CT 2,55 (1,04 - 6,63) 0,026
rs12401473 CT 2,82 (1,00 - 6,15) 0,038
rs3738581 CT 4,30 (1,18 -23,87) 0,017
SAAF rs7695 CT 2,43 (1,02 -6,13) 0,030
Alteracfes Hematologicas rs3738581 CC 0,30 (0,07 — 0,96) 0,041
Populacdo Nordeste
Ulceras Orais rs7695 CT 2,82 (1,02 - 8,40) 0,038
Rash Malar rs12401473 CcC 0,40 (0,15 -1,06) 0,046
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Na populacédo do Nordeste brasileiro, as analises indicaram associacao do
SNP rs7695 com Uulceras orais para o genoétipo C/T (OR = 2,82, IC = 1,02 - 8,40,
p = 0,038) indicando um fator de risco para o desenvolvimento dessa
manifestacdo nos pacientes portadores desse genoétipo. O SNP rs12401573
indicou protecdo ao desenvolvimento de “rash” malar para os pacientes com LES
portadores do genétipo C/C (OR = 0,40, IC = 0,15 — 1,06, p = 0,046) nessa
populacao.

Na analise de associacdo das manifestacdes clinicas com sexo e etnia, 0s
individuos descendentes de Europeus da populacdo do Sudeste apresentaram
risco aumentado para o desenvolvimento de manifestacbes cutaneas e
hematologicas (OR = 2,73, IC = 1,21-6,35, p = 0,008 e OR = 2,76, IC = 1,22-6,51,
p = 0,009), respectivamente. Nenhuma associacao foi encontrada nos subgrupos

restantes, como mostrado na tabela 6.

Tabela 6. Analise de associagdo das manifesta¢des clinicas dos pacientes com LES do Sudeste
em relacdo ao sexo e etnia.

Manifestacdes Clinicas Etnia Sexo

Caucasiano  Negro Feminino Masculino
n= 120 (%) n=38 (%) n=147 (%) n=11 (%)

Alteracdes cutaneas 74 (61.7)" 14 (11,7) 82(55,8) 6 (54,5)
Fotosensibilidade 39 (32,5) 6(5) 44(29,9 1(9,1)
Artrite 54 (45) 14(11,7) 63(42,9) 5 (45,5)
Serosite 33 (27,5) 7(5,8) 37(252) 3(27,3)
Nefrite Lapica 64 (53,3) 23(19,2) 80(54,4) 7(63,6)
Alterac6es Neuropsiquiatricas 26 (21,7) 4(3,3) 28 (19) 2 (18,2)
Alterac6es Hematolégicas 71(59,2)* 13(10,8) 78(53,1) 6 (54,5)
Alterac6es Imunoldgicas 68 (56,7) 19 (15,8) 83(56,5) 4 (36,4)
Fator positivo antinuclear (FAN) 101 (84,2) 28 (23,3) 121 (82,3) 8(72,7)
Anticorpo anti-DNA (anti ds-DNA) 28 (23,3) 6(5) 34(231) 0 (0)
Sindrome Antifosfolipidica (APS) 40 (33.3) 12(10) 47 (32) 5 (45,5)
Fenbmeno de Raynaud 7 (5.8) 1(0,8) 7 (4,8) 1(9,1)

1. OR= 2,73, IC = 1,21-6,35, p-value= 0,008; 2. OR =2,76, IC = 1,22 — 6,51, p-value= 0,009
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Na andlise de associacdo das manifestacfes clinicas e etnia com a

populacdo do Nordeste, os individuos descendentes de Africanos apresentaram

risco aumentado para o desenvolvimento de alteracées imunoldgicas (OR = 7,20,

IC = 1,62 - 66,53, p = 0,003) (Tabela 7). No que se refere a analise de

manifestacbes clinicas em relacdo ao sexo, ndo foi possivel fazer nenhuma

inferéncia devido ao baixo niamero de pacientes do sexo masculino em relacéao

aos pacientes do sexo feminino.

Tabela 7. Andlise de associacdo das manifestacdes clinicas dos pacientes com LES do Nordeste

em relacdo ao sexo e etnia.

Manifestacdes Clinicas Etnia Sexo

Caucasiano Negro Feminino Masculino

n=27 (%) n=95(%) n=120 (%) n=2 (%)

“rash” Malar 15 (55,55) 60 (63,15) 58 (48,33) 2 (100)
“rash” Discoide 3(11,11) 18(18,94) 18 (15) 0 (0)
Fotossensibilidade 15 (55,55) 76 (80) 69 (57,5) 1 (50)
Artrite 18 (66,66) 73 (76,84) 72 (60) 1 (50)
Ulceras 4(14,81) 22(23,15) 21 (17,5) 0 (0)
Serosite 9 (33,33) 19 (20) 19 (15,33) 2 (100)
Alteracdes Hematologicas 20 (74,07) 65 (68,42) 63 (52,5) 2 (100)
Lupus Nefritico 16 (59,25) 47 (49,47) 46 (38,33) 1 (50)
Distlrbios Neurolégicos 5(18,51) 6 (6,31) 54,1 1 (50)
Alteragfes Imunoldgicas 2 (7,40) 35 (36,84)' 35 (29,16) 0 (0)
Anticorpo Anti-DNA (anti ds-DNA) 6(22,22) 27 (28,42) 27 (22,5) 0 (0)

1. OR=7,20, IC = 1,62 - 66,53, p-value = 0,003
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5.3 Hapldtipos

A andlise de haplotipos indicou um desequilibrio de ligacdo entre 3 Tag
SNPs (rs3738582, rs12401573 e rs7695) estudados na populacdo do Sudeste
(D’=100) e dois Tag SNPs (rs12401573 e rs7695) na populacdo do Nordeste
(D’=97) como mostrado na figura 11. Entretanto, nenhuma combinacdo de
haplétipos envolvendo os SNPs testados mostraram qualquer associagcdo com a

susceptibilidade ao LES nas populacfes analisadas.
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Figura 11. Posicdo no gene dos SNPs analisados e o desequilibrio de ligacdo entre eles. A)

Populacdo do Nordeste D’ = 100. B) Populagéo do Sudeste D’ = 97.
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6. Discussao

A partir do estudo de microarranjo de Sandrin-Garcia et al. (2009), o gene
SEMAJ4A foi selecionado como um possivel candidato a estar envolvido na
patogénese da doenca por apresentar o perfil de expressao 32 vezes maior nos
pacientes com LES ativo do que nos controles. Este gene é expresso em células
dendriticas, células B e T ativadas, todas envolvidas diretamente no
estabelecimento e manutencédo do LES (Kumanogoh & Kikutani 2003; Vadasz &
Toubi 2013).

O presente estudo mostrou que os genadtipos T/T e C/T do SNP rs3738581
[C>T] préximo a regido 3’UTR mostrou-se associado a doenca nas duas
populacdes estudadas. O SNP rs3738581 esta localizado proximo a regido néo-
traduzida 3’ (3’'UTR) do gene SEMA4A. Dessa forma, tal polimorfismo pode
interferir na ligacédo de fatores que controlam a estabilidade e/ou traducdo do RNA
mensageiro (MRNA). A 3'UTR estende-se do cédon de parada, o qual indica o
término da sintese proteica, ao inicio da cauda poli-A, a qual protege 0 mRNA da
degradacdo tornando-o estavel, regulando assim a expressdo génica juntamente
com outros processos. Esse conjunto de fatos levou-nos a hipétese de que a
presenca do SNP rs3738581, provocaria uma mudanca proxima a regido 3’'UTR,
podendo modificar a estabilidade do mMRNA, alterando assim a expressao do gene
como demonstrado por Sandrin—Garcia et al. (2009) e também a quantidade final
de proteina produzida, o que poderia levar a uma descompensacdo da resposta
inflamatodria, iniciando assim o processo de desenvolvimento do LES.

Alguns estudos envolvendo a proteina Sema4A mostraram seu papel na

propagacdo da resposta inflamatéria em determinadas doencas. Estudando a
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relevancia patogénica da Sema4A no desenvolvimento da miocardite autoimune
experimental (EAM), uma doen¢ca mediada por célula T, Makino et al. (2008)
analisaram dois grupos de camundongos portadores da doenca, sendo um
modificado geneticamente para apresentar deficiéncia de Sema4A e outro
selvagem. Os animais selvagens exibiram a EAM com infiltracdo significativa de
células mononucleares inflamatérias. Contrariamente, os animais deficientes da
proteina Sema4A mostraram um fendtipo suave da inflamacgéo, revelando uma
resisténcia ao desenvolvimento da doenca. No trabalho de Okuno et al. (2011),
analisou-se modelos murinos da esclerose multipla, a encefalomielite autoimune
experimental (EAE), doenca também mediada por células T, e os autores
constataram que a mesma pode ser amenizada por injecdo intravenosa do
anticorpo  monoclonal anti-Sema4A, levando a uma diminuicdo de células
mononucleares inflamatérias na medula espinhal e, consequentemente, a
atenuacao da doenca.

Uma vez que o gene SEMA4A atua com maior intensidade no inicio da
resposta imune e baseado nos estudos funcionais de Makino et al (2008) e Okuno
et (2011), podemos sugerir que elevadas concentracdes da proteina Sema4A
podem induzir uma resposta inflamatéria exacerbada como apresentado por
pacientes com LES, sendo assim, a presenca do SNP rs3738581 levaria a um
aumento dos niveis séricos de SemadA contribuindo no desenvolvimento da
doenca.

Em relacdo as manifestagdes clinicas apresentadas pelos pacientes com
LES estudados, na populacdo do Sudeste, os SNPs rs7695, rs12401573 e
rs3738581 (OR = 2,55; OR = 2,82; OR = 4,30, respectivamente) foram associados

a disturbios neurolégicos. No LES, o sistema nervoso central dos pacientes &
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frequentemente  afetado, levando ao desenvolvimento de sintomas
neuropsiquiatricos, como convulsdes, doenca cerebrovascular, miastenia gravis,
bipolaridade, sindromes desmielinizantes, entre outras (Galindo & Veiga, 2010;
Fortuna & Brennan, 2013). Estudos envolvendo a participacdo de semaforinas na
patogénese dessas alteracdes neuroldgicas sugerem que essas proteinas tém
papel no desenvolvimento de distarbios neurologicos, uma vez que sao
abundantes no sistema nervoso central por estarem envolvidas na organogénese
desse sistema e atuarem na orientagdo axonica (Okuno et al., 2011).
Considerando que Semada tem funcdo imunoregulatoria e que a molécula é
abundante no cérebro, ele se torna um alvo em potencial para a intervencdo na
resposta imune dos pacientes com LES que apresentam manifestacdes
neurolégicas e certamente merece atencdo em relacdo a sua funcdo na
patogénese da doenca. Dessa forma, podemos sugerir que elevadas
concentracbes de SemadA poderiam influenciar na ocorréncia dos distarbios
neuropsiquiatricos, amplificando de forma exacerbada os sintomas no sistema
neuroldgico desses pacientes.

Alteracbes hematologicas e SAAF também foram associadas aos SNPs
rs3738581 e rs7695 na populacdo do Sudeste, respectivamente. Entretanto, ndo
existem na literatura, até o momento, informac6es sobre o envolvimento do
SEMA4A com tais alteracdes.

Na populacdo do Nordeste os SNPs rs7695 e rs12401573 foram
associados, respectivamente, a susceptibilidade com ulceras orais (OR = 2,82) e
protecdo ao aparecimento de “rash” malar (OR = 0,40). Alteracdes cutaneas
aparecem em cerca de 85% dos individuos acometidos pelo LES, e muitas delas

se desenvolvem em éareas do corpo expostas ao sol (Cojocaru et al.,, 2011).
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Segundo o estudo de Vilar e Sato (2002), realizado também no Nordeste, as
manifestacdes clinicas mais frequentes foram as cutaneas (90,2%), uma vez que
essa regido recebe altas taxas de raios ultravioleta. O SNP rs12401573
apresentou protecao ao “rash” malar para o genotipo CC (OR = 0,40), indicando
gque pacientes que nao possuem o alelo T tém menos chance de desenvolver tal
manifestacdo. Sendo o Nordeste brasileiro uma regido que recebe altas taxas de
raios ultravioletas e a exposi¢cao solar um dos fatores que ajudam a desencadear
a doenca, as associacbes encontradas no presente estudo estdo em
concordancia com a literatura.

Em relacdo a andlise de manifestacbes clinicas, etnia e género na
populacdo do Sudeste, os pacientes com ascendéncia Europeia apresentaram
risco aumentado para alteracdes cutaneas e hematologicas em relacdo aos
pacientes com ascendéncia Africana. A melanina funciona como um filtro optico
natural protegendo as células especificas da epiderme contra os efeitos da
radiacdo UV, e uma vez que os individuos com ascendéncia europeia apresentam
menos melanina que os individuos com ascendéncia africana, pode-se justificar
assim a associacao encontrada (Béhm et al., 2005).

Esse é o primeiro estudo de associacdo envolvendo o gene SEMA4A e a
susceptibilidade ao LES e as suas manifestacdes. Os resultados encontrados nos
levam a propor que o SEMA4A é um gene candidato relevante no
desenvolvimento do LES e na regulacdo do desenvolvimento de manifestacdes
neuroldgicas nesses pacientes, podendo até de acordo com o risco estabelecido
(OR = 13,17) ser um possivel marcador molecular. Além disso, como o0 gene
SEMAJ4A apresenta importante funcdo regulatéria no sistema imune ele pode se

tornar um gene alvo na patogénese de outras doencas autoimunes além do LES.
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7. Conclusdes

1. Neste estudo foi observada associacdo do SNP rs3738581 do gene
SEMA4A a susceptibilidade ao LES tanto no Sudeste quanto no Nordeste do

Brasil.

2. Foi observada a associacdo dos polimorfismos do SEMA4A as seguintes
manifestacdes clinicas: na populacdo do Sudeste foi observada a associacao
com aumento de risco ao desenvolvimento de alteracbes neuroldgicas com 3
SNPs estudados (rs7696, rs12401573 e rs3738581), indicando que esses SNPs
possam ser potenciais marcadores para esse tipo de manifestacdo. Ainda, foram
observadas associacbes com a SAAF (rs7695) e alteragcdes hematoldgicas
(rs3738581). Na populacdo do Nordeste foi observada susceptibilidade ao
desenvolvimento de Ulceras orais (rs7696) e protecdo ao aparecimento de “rash”

malar (rs12401573).

3. A analise de manifestacdes clinicas relacionadas a etnia e ao género na
populacao do Sudeste indicou que pacientes com ascendéncia Europeia tém risco
aumentado para alteracdes cutdneas e hematoldgicas em relacdo aos pacientes

com ascendéncia Africana.

4. A analise de manifestacdes clinicas com etnia na populacdo do Nordeste
mostrou que pacientes com ascendéncia Africana apresentam risco aumentado
para alteragbes imunolégicas em relacdo aos pacientes com ascendéncia

Europeia.

5. O gene SEMAJ4A é um forte gene candidato na patogénese do LES e das

suas manifestagdes clinicas, principalmente neuroldogicas.
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