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RESUMO

A Artrite Reumatoide (AR) e o Lupus Eritematoso Sistémico (LES) sdo doencas
autoimunes e inflamatérias, com o desenvolvimento associado a fatores genéticos e
ambientais. Polimorfismos e a expressao diferencial dos componentes do
inflamassoma foram associados ao desenvolvimento de distarbios inflamatorios. No
presente estudo, foi avaliada a possivel associacdo genética entre componentes do
inflamassoma e o desenvolvimento da AR e LES. Polimorfismos em genes do
inflamassoma (NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2, CARD8, CASP1) e no IL1B e IL18
foram genotipados em pacientes com AR e LES e individuos saudaveis. Também foi
avaliada a expressdo génica diferencial dos componentes do inflamassoma em
monaocitos, estimulados ou ndo com LPS+ATP. Observamos a associacdo do
polimorfismo rs10754558 no gene NLRP3 com a susceptibilidade a AR e ao LES,
assim como com o desenvolvimento de nefrite lapica. Também observamos a
associacao do rs2043211 no CARDS8 com a severidade da AR e do rs1143643 no IL-
18 com a ocorréncia de fotossensibilidade nos pacientes com LES. A andlise de
expressao diferencial mostrou que mondcitos de pacientes com AR apresentam uma
ativacao cronica dos genes CASP1, IL1B e IL1R. Quando estimulados, NLRP3 e
NLRC4 também se mostraram induzidos. Em individuos com LES, os genes NLRP1,
CASP1 e IL1B mostraram maior expressdao em mondcitos ndo estimulados,
enquanto o NLRP3 mostrou maior expressao frente a estimulo. O presente estudo
aponta o envolvimento de genes do inflamassoma no desenvolvimento do LES e
AR.

Palavras-chave: Inflamassoma. Artrite reumatoide. Lupus eritematoso sistémico.



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) and Systemic Lupus Erythematosus (SLE) are
autoimmune diseases with genetic and environmental factors associated to their
development. Polymorphisms and differential expression of inflammasome
components have been correlated with different inflammatory diseases. In the
present study, we examined the possible genetic association between inflammasome
components and the development of RA and SLE. We analyzed 13 polymorphisms
within inflammasome genes (NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2, CARDS8, CASP1) and
IL1B and IL18 genes. We also evaluated the expression of inflammasome genes in
resting and LPS+ATP-treated monocytes from RA and SLE patients compared to
healthy controls. Our results showed that rs10754558 NLRP3 polymorphism is
associated with RA and SLE development as well as the occurence of lupus
neprhitis. Furthermore, the polimorphisms rs2043211 in CARD8 and rs1143643 in
IL1B gene were associated to RA severity and photosensitivity in SLE patients,
respectively. Gene expression analyses in peripheral blood derived-monocytes
showed that RA patients display a chronic activation of CASP1, IL1B and IL1R
genes. In LPS+ATP-stimulated monocytes, NLRP3 and NLRC4 expression were also
significantly higher in RA patients. In SLE patients, NLRP1, CASP1 and IL1B genes
were upregulated in non-stimulated monocytes from SLE patients compared to
controls. In stimulated-monocytes, NLRP3 expression was also significantly higher.
Our results support the role of inflammasome genes in the development of RA and
SLE as well as in both disease’s severity and clinical manifestations.

Key words: Inflammasome. Rheumatoid arthritis. Systemic lupus erythematosus.
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1 INTRODUCAO

A Artrite Reumatoide (AR) e o Lupus Eritematoso Sistémico (LES) estéo
entre as doencas autoimunes mais prevalentes mundialmente com impacto
significante na atividade laboral e qualidade de vida dos pacientes. Apesar da
etiologia desconhecida, sabe-se que as duas doencas sado desordens
multifatoriais, com o seu desenvolvimento associado a fatores ambientais e
genéticos.

A deteccdo de polimorfismos genéticos tem emergido como alvo de
diversos estudos sobre a AR e o LES com o objetivo de detectar ndo apenas
genes envolvidos na susceptibilidade, mas também envolvidos na gravidade e
resposta terapéutica. A maioria dos genes associados com o desenvolvimento de
ambas doencgas estdo direta ou indiretamente envolvidos com a resposta imune,
sendo os genes do complexo do antigeno leucocitario humano os principais
fatores genéticos de risco conhecidos até o momento.

A patogénese da AR e do LES envolve desordens tanto na resposta imune
inata como adaptativa. Niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias, tais como a
interleucina (IL)-1B8 e IL-18, secretadas por mondcitos, macréfagos e células
dendriticas, estdo presentes nessas doencas. A secrecdo dessas citocinas é
induzida pela ativacdo do inflamassoma, complexo multiproteico capaz de
promover o processamento e maturacao da IL-13 e IL-18.

A ativacdo do inflamassoma € dependente da ativacdo de receptores
intracelulares pertencentes a familia dos Receptores semelhantes a Nod e dos
Receptores PHIN, tais como NLRP1, NLRP3, NLRC4 e AIM2; da molécula
adaptadora ASC e da proteina efetora caspase-1. ApOs a deteccdo de padrdes

moleculares associados a patdgenos (PAMPs) ou de padrées moleculares
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associados ao perigo (DAMPSs), os receptores intracelulares recrutam a proteina
adaptadora ASC, a qual cliva a procaspase-1 em caspase-1. A proteina caspase-
1 ativada processa as citocinas pro-IL-18 e pro-IL-18 em suas formas ativas e
secretadas.

MutacBes nos genes do inflamassoma séo capazes de causar desordens
inflamatorias caracterizadas por niveis constitutivamente elevados de IL-1(,
contribuindo para uma inflamacdo sistémica. Polimorfismos e a expresséo
diferencial desses genes ja foram associados a diferentes doencas com carater
inflamatorio crénico, tais como Psoriase, Doenca de Crohn e Vitiligo, em
diferentes populacdes.

Com a hipotese de que tais polimorfismos genéticos possam acarretar
alteracdes na ativacdo do complexo proteico do inflamassoma e contribuir com o
desenvolvimento da AR e do LES, o presente estudo avaliou a possivel
associacdo de polimorfismos genéticos nos principais genes do inflamassoma,
NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2, CARDS8 e CASP1, e nos genes IL1B e IL18 com a
susceptibilidade a AR e ao LES e suas principais manifestacdes. Além disso, foi
avaliada a expressdo génica diferencial do NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2,
ASC/PYDCARD, CASP1, IL1B e ILIR em mondcitos de individuos com AR e
também com LES, n&o-estimulados e estimulados in vitro com LPS e ATP,
atuando como uma PAMP e um DAMP, respectivamente, mimetizando assim a

ativacdo do inflamassoma.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ARTRITE REUMATOIDE
2.1.1 Epidemiologia da artrite reumatoide

A prevaléncia mundial da AR tém sido estimada em torno de 0,5 a 1% na
populacdo adulta, com grande variacdo nas diferentes regides. A AR afeta de
duas a trés vezes mais o sexo feminino, com o inicio da doenca em qualquer
idade, porém com pico de incidéncia entre a quarta e a quinta décadas de vida
(Smolen et al., 2016). Uma maior prevaléncia é observada na Europa e Ameérica
do Norte, com uma taxa de 0,5 a 1,1% (Aho et al., 1998; Power et al., 1999;
Gabriel et al., 1999; Simonsson et al., 1999; Riise et al., 2001; Symmons et al.,
2002). Na Asia, a prevaléncia varia entre 0,1 a 0,3%. Na América do Sul, foi
reportada uma prevaléncia de 0,2% na Argentina e 0,1% na Colémbia (Spindler et
al., 2002; Alamanos e Drosos, 2005).

No Brasil, observou-se uma prevaléncia de 0,2% a 1% (Marques Neto et
al., 1993). Numa andlise das caracteristicas demograficas dos pacientes
brasileiros, do estado de S&o Paulo, observou-se que 86% dos pacientes eram do
sexo feminino, caucasianas, com idade entre a quarta e quinta década,
concordando com as caracteristicas observadas mundialmente (Louzada-Junior
et al., 2007).

A incidéncia anual da AR varia entre 20 a 50 casos por 100.000 habitantes
nos paises da América do Norte e no norte europeu (Symmons et al., 1994; Doran
et al.,, 2002; Soderlin et al., 2002; Alamanos et al., 2006). No sul da Europa,
estudos indicam uma incidéncia menor, entre 0,01 e 0,02% (Guillemin et al., 1994;
Drosos et al., 1997; Akar et al., 2004). Na Asia, a incidéncia varia entre 0,03 a

0,09% (Lau et al., 1993; Dai et al., 2003).
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A expectativa de vida dos pacientes com AR diminui de 3 a 10 anos de

acordo com a severidade e idade de aparecimento da doenca. As causas de

morte dos individuos com AR nao diferem da populacdo geral, entretanto, esses

pacientes morrem mais precocemente (Wolfe et al., 1994; Doran et al., 2002;

Gabriel et al., 2003). Além disso, em 10 anos ap06s o diagndstico da AR, metade

dos individuos tem sua capacidade laboral reduzida (Goeldner | et al., 2011).

2.1.2 Imunopatogénese da artrite reumatoide

A AR é uma doenca autoimune com o seu desenvolvimento associado a

fatores genéticos e ambientais (Figura 1) (Tsokos, 2011). A imunopatogénese da

AR é caracterizada principalmente por uma inflamacao crénica com destruicdo da

sindvia e consequente dano a articulagédo e perda funcional (Smolen et al., 2016).
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Figura 1. Modelo geral para o desenvolvimento da AR, com influéncia dos fatores genéticos e

ambientais (Fonte: adaptado de Castro-Santos et al., 2016)
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As alteracfes iniciais incluem o aumento do numero de células e da
vascularizacéo e a infiltracdo por diferentes células na sindvia. Essas alteracdes
sdo cronicas, levando a uma destruicdo progressiva do tecido cartilaginoso e
0sseo, estabelecendo uma poliartrite severa, a qual geralmente se manifesta de

forma simétrica (Figura 2) (Koopman, 2001; Stoffer et al., 2016).

Figura 2. Principal caracteristica da AR: poliartrite simétrica (Fonte:www.artritereumatoide.com.br).

As manifestagcbes da AR também podem incluir manifestacdes extra-
articulares, tais como nodulos reumatoides, manifestacées pulmonares, vasculite
e comorbidades sistémicas (Koopman, 2001; Stoffer et al., 2016).

Na sua arquitetura normal, a sindvia apresenta uma camada intima de
revestimento e logo abaixo vasos sanguineos e linfaticos, nervos e adip6citos
dentro de uma matriz fibrosa. A camada intima apresenta dois principais tipos de
células: sinoviocitos semelhantes a fibroblastos e sinoviécitos semelhantes a
macrofagos. Fisiologicamente, esses ultimos apresentam o papel de fagocitos,
enquanto a fungdo dos fibroblastos sinoviais & nutrir a cavidade da articulagdo e a
cartilagem com proteinas plasmaticas e moléculas lubrificantes, tal como o acido

hialurénico. Outra importante funcdo é o remodelamento continuo da matriz
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tecidual através da producéo de colageno e enzimas (Kinne et al., 2007; Leech e
Morand, 2013; Smolen et al., 2016).

A arquitetura histologica da sindvia na AR é alterada através do aumento
do numero de sinovidcitos, levando a um aumento da espessura da intima, e da
infiltracdo por células mononucleares na sub-intima. Além disso, os sinoviécitos
apresentam suas funcbes alteradas, como por exemplo, uma producdo
exacerbada de citocinas pro-inflamatorias e a capacidade de infiltragcdo na
cartilagem e no osso (Muller-Ladner et al., 2007; Hitchon and El-Gabalawy, 2011).

A camada intima passa entdo a ser a fonte primaria da producdo de
citocinas e também de proteases que contribuirdo para a destruicdo articular.
Uma proliferacdo tecidular exacerbada se estabelece, com a formacdo de um
tecido hiperplasico e inflamado, denominado Pannus. Células plasmaéticas,
linfécitos B, T e células Natural Killer, e células dendriticas, acumulam-se na
sindvia, distribuindo-se difusamente na sub-intima ou organizadamente em
agregados linfocitarios. No liquido sinovial, o qual se apresenta aumentado na
AR, encontram-se predominantemente os neutréfilos (Hitchon and El-Gabalawy,
2011).

Os macrofagos apresentam-se em um numero elevado na membrana
sinovial inflamada e na juncdo pannus-cartilagem. Juntos aos fibroblastos, os
macréfagos apresentam importante papel pro-inflamatério, contribuindo
consideravelmente com o dano as articulacdes. O envolvimento dos macréfagos
na patogénese da AR estende-se tanto aos mondocitos, como para outras células
do sistema fagocitico mononuclear (Kinne et al., 2007; Hitchon and El-Gabalawy,

2011).
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A diferenca entre uma articulagdo normal e na AR pode ser observada na

Figura 3 abaixo:
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Figura 3. Arquitetura histologica da articulagdo: a) em um individuo saudavel; b) em um individuo

com AR (adaptado de Smolen et al., 2016).

Uma das principais citocinas envolvidas na AR é o fator de necrose tumoral
(TNF)-a, o qual esta diretamente envolvido na inflamacgéo sinovial e destruicdo da
articulacéao (Arend, 2001; Oliver et al., 2008).

O TNF-a induz a liberacdo de varias citocinas e metaloproteinases pelos
fibroblastos, diminui a sintese de proteinoglicanos e esta envolvido na
diferenciacdo de mondcitos para osteoclastos. O uso de inibidores de TNF-a
melhoram os sintomas e sinais clinicos da AR e mostram também diminuir a

erosao 6ssea (Arend, 2001; Oliver et al., 2008).
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Na AR, niveis elevados da citocina IL-1 sdo secretados por mondcitos,
macrofagos e células dendriticas. A IL-1 exibe muitas propriedades que podem
contribuir para a inflamacdo na AR, incluindo o aumento de sintese de IL-6,
quimiocinas, prostaglandinas e colagenases. A IL-18, outra citocina presente na
imunopatogénese da AR, induz a producédo de Interferon-y, IL-8 e TNF-a pelos
macrofagos da sindvia. A IL-18 polariza a resposta imune das células T para o
fendtipo Thl, relacionado com a resposta autoimune (Koopman, 2001; Arend,
2001; Oliver et al., 2008).

A IL-1B e IL-18 participam de forma importante na reabsorcdo 6ssea e na
destruicdo da cartilagem na AR. A IL-18 tem papel na quimiotaxia de leucocitos e
angiogénese, contribuindo para a destruicdo da cartilagem (Volin et al., 2011). A
IL-18, junto a IL-6 e IL-23, promove a diferenciacdo das células T auxiliares 17
(Th17), as quais estéo fortemente relacionadas a autoimunidade 6rgao-especifica
(Chung et al., 2009).

A citocina IL-17 produzida atrai neutrofilos, células T CD4" e células B para
a sindvia, contribuindo para a transicdo da fase aguda da AR para a fase crbnica
(Leipe et al., 2010; Ferraccioli G and Zizzo G, 2011).

A inibicdo terapéutica da IL-1 mostrou reduzir os sinais e sintomas da AR,
assim como os achados radiolégicos de dano articular. Modelos animais para AR,
como por exemplo, na inducdo da artrite por coldgeno ou por antigeno,
respondem de forma satisfatéria a inibicdo da IL-1 (Bresnihan et al., 1998;
Joosten et al., 1999; Jiang et al., 2000; Alten et al., 2008).

As citocinas TNF-a e IL-1 sdo capazes de induzir a expressao génica de
metaloproteinases, as quais sdo enzimas que participam da remodelacdo e

degradacdo da matriz extracelular. Entre as metaloproteinases estdo as
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colagenases, que degradam colagenos de diferentes tipos. Na AR, observa-se um
aumento das metaloproteinases nas primeiras semanas ou meses de
desenvolvimento da doenca. Niveis elevados dessas enzimas estédo relacionados
com uma maior severidade da doenca (Bartok e Firestein, 2010).

A autoimunidade presente na AR é caracterizada pela producdo do Fator
Reumatoide (FR) e dos anticorpos contra as proteinas citrulinadas (ACPA). A
producdo desses autoanticorpos pode preceder o aparecimento dos sintomas
clinicos e diagnostico da doenca em até 10 anos. Sua presenca € associada com
um desenvolvimento mais severo e maior mortalidade dos pacientes (Teixeira et
al., 2007; Nell-Duxneuner et al., 2010; Barra et al., 2011; Rombouts et al., 2015).

O FR € um autoanticorpo dirigido contra a por¢do Fc da imunoglobulina G e
esta presente em 70% a 90% dos pacientes com AR. Sua especificidade é de
59% a 65%, podendo ser encontrado em outras condic¢des clinicas. Na AR, o FR,
apesar de ndo ser um marcador para diagnéstico, tem grande importancia no
prognéstico. Individuos com titulos altos e persistentes de FR tém um pior
desenvolvimento da doenca (Teixeira et al., 2007; Nell-Duxneuner et al., 2010;
Barra et al., 2011; Rombouts et al., 2015).

O ACPA estd associado com a progressdo erosiva 6ssea da AR e,
portanto, também com pior progndstico. Esses anticorpos podem ser detectados
em aproximadamente 80% dos pacientes com AR com especificidade de 95% a
99% (Teixeira et al., 2007; Nell-Duxneuner et al., 2010; Barra et al., 2011,
Rombouts et al., 2015).

Uma variedade de proteinas citrulinadas estéo presentes na articulacao na
AR, incluindo o fibrinogénio, o colageno e a fibronectina. A citrulina ndo & um

aminoacido-padréo, e sua presenca em proteinas deve-se a uma modificacao
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pos-traducional da arginia catalisada pela enzima peptidilarginina deiminase
(PADI) (Alarcon e Andrade, 2007; Smolen et al., 2016).

Macrofagos e granuldcitos expressam PADI2, enzima que esta inativa em
condic0es fisiologicas normais, devido a baixa concentracao de calcio intracelular.
Durante a morte dessas células, os processos homeostéaticos falham e ions de
calcio entram nas células, ativando a PADI. Dessa forma, proteinas intracelulares
como vimentina e histona sao citrulinadas e podem ganhar o meio extracelular.
Além disso, a propria enzima PADI pode extravasar e citrulinar proteinas
extracelulares, como a fibrina (Alarcon e Andrade, 2007; Smolen et al., 2016).

Essas proteinas citrulinadas expostas ao sistema imunolégico sob
condicBes favoraveis, como no contexto da sindvia inflamada, podem levar a uma
resposta imunoldgica especifica. Embora a citrulinacdo seja um fenémeno normal
em individuos saudaveis, desvios na intensidade, localizacdo e persisténcia de
citrulinacdo podem acarretar reacbes imunologicas exacerbadas (Alarcon e
Andrade, 2007; Trouw et al., 2009; Smolen et al., 2016).

Na AR, o ACPA liga-se aos diferentes epitopos citrulinados da cartilagem e
da sindévia. Como consequéncia, as vias classica e alternativa do sistema
complemento sdo ativadas, acarretando na infiltracdo de macrofagos. A presenca
exacerbada dos macréfagos leva a mais citrulinagdo e dano enzimatico e
oxidativo das proteinas estruturais da cartilagem e sindvia e, consequentemente,
formacdo de neoepitopos (Alarcon e Andrade, 2007; Trouw et al., 2009; Smolen
et al., 2016).

As células dendriticas presentes na sinOvia reconhecem e processam
esses peptideos proprios alterados e, em seguida, migram para os linfonodos

regionais onde ocorre ativacdo das ceélulas T especificas, contribuindo dessa
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maneira com o processo autoimune (Alarcon e Andrade, 2007; Trouw et al., 2009;

Smolen et al., 2016).

2.1.3 Critérios de diagnostico e indices clinicos da artrite reumatoide

Embora o diagndstico da AR dependa da associacdo de uma seérie de
sintomas e sinais clinicos sistémicos assim como achados laboratoriais e
radiogréaficos, a principal caracteristica da AR é a persistente sinovite, geralmente
envolvendo as articulacdes periféricas com uma distribuicdo simétrica (Laurindo et
al., 2004; da Mota et al., 2012).

O curso da AR pode ser variavel. Alguns pacientes podem apresentar
apenas sintomas oligoarticulares de curta duracdo com poucas lesées ou evoluir
para uma poliartrite progressiva que culminara em acentuada incapacidade
funcional. Para o diagnéstico definitivo da AR é necessario um periodo de
acompanhamento do paciente, uma vez que o mesmo pode ser dificil no inicio da
doenca, quando existem apenas sintomas intermitentes e também caracteristicos
de artralgias e artrose (Laurindo et al., 2004; da Mota et al., 2012).

Em 2010, um novo critério de diagnoéstico da AR foi apresentado pelo
Colegiado Americano de Reumatologia (ACR) e European League Against
Rheumatism (EULAR) (Tabela 1). O diagndstico é guiado por 4 categoriais com
pontuacdo para cada uma delas: envolvimento articular; sorologia (incluindo FR
e/ou ACPA), duracdo dos sintomas (se menor ou maior do que 6 semanas); e
biomarcadores de fase aguda (proteina C reativa e/ou velocidade de

hemossedimentacéo) (Aletaha et al., 2010).
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Tabela 1. Critérios de diagndstico da AR do Colegiado Americano de Reumatologia (ACR) e European

League Against Rheumatism (EULAR) (Aletaha et al., 2010).

Populacao-alvo (quem deve ser testado?)

Paciente com pelo menos uma articulagdo com sinovite clinica definida (edema).*
Sinovite que nao seja melhor explicada por outra doenca.

*Os diagndsticos diferenciais sdo diferentes em pacientes com diferentes apresentacoes, mas podem incluir condigoes tais como ldpus eritematoso
sistémico, artrite psoridtica e gota. Se houver dividas quanto aos diagndsticos diferenciais relevantes um reumatologista deve ser consultado.

Critério de classificacao para AR (algoritmo baseado em pontuac¢ao: soma da pontuacao das categorias A-D).
Pontuacao maior ou igual a 6 é necessdria para classificacao definitiva de um paciente como AR

Envolvimento articular®

1 grande articulacao® 0
2-10 grandes articulacoes 1
1-3 pequenas® articulagoes (com ou sem envolvimento de grandes articulagoes) 2
4-10 pequenas articulagcoes (com ou sem envolvimento de grandes articulagoes) 3
>10 articulagoes® (pelo menos uma pequena articulagao) 5

Sorologia® (pelo menos o resultado de um teste € necessario para classificacao)

FR negativo e AAPC negativo 0
FR positivo em titulo baixo ou AAPC positivo em titulo baixo 2
FR positivo em titulo alto ou AAPC positivo em titulo alto 3

Provas de fase aguda’ (pelo menos o resultado de um teste é necessario para classificacao)
PCR normal e VHS normal 0
PCR anormal ou VHS anormal 1
Duracao dos sintomas®
< b semanas 0

2> 6 semanas 1

A O envolvimento articular se refere a qualquer articulagdo edemaciada ou dolorosa ao exame fisico e pode ser confirmado por
evidéncias de sinovite detectada por um método de imagem. As articulacGes interfalangeanas distais (IFDs), primeira
carpometacarpiana (CMTC) e primeira metatarsofalangeana (MTF) sdo excluidos da avaliagdo. As diferentes categorias de
acometimento articular sdo definidas de acordo com a localizagdo e o nimero de articulagdes envolvidas (padréo ou distribuigdo do
acomentimento articular). A pontuagéo ou colocagao na categoria mais alta possivel é baseada no padrao de envolvimento articular;

S&o consideradas grandes articulacBes: ombros, cotovelos, quadris, joelhos e tornozelos; © Sdo consideradas pequenas
articulagdes: punhos, MTCF, IFP, interfalangeana do primeiro quirodactilo e articulagdes MTF; ° Nesta categoria, pelo menos uma das
articulagbes envolvidas deve ser uma pequena articulagéo; as outras articulagées podem incluir qualquer combinagéo de grandes e
pequenas articulagdes, bem como outras ndo especificamente mencionados em outros lugares (por exemplo, temperomandibular,
acromioclavicular e esternoclavicular);  Negativo refere-se a valores (Unidade Internacional-Ul) menores ou iguais ao limite superior
normal (LSN) para o método e laboratorio. Titulo positivo baixo corresponde aos valores (Ul) maiores que o LSN, mas menores ou
iguais a trés vezes o LSN para o método e laboratério. Titulo positivo alto: valores maiores que 3 vezes o 0 LSN parao método e
laboratdrio. Quando o FR s6 estiver disponivel como positivo ou negativo, um resultado positivo deve ser marcado como “positivo
em titulo baixo”; " Normal / anormal é determinado por padrdes laboratoriais locais (Outras causas de elevagdo das provas de fase
aguda devem ser excluidas); © Duracao dos sintomas se refere ao relato do paciente quanto a duragdo dos sintomas ou sinais de
sinovite (por exemplo, dor, inchago) nas articulagcbes que estdo clinicamente envolvidas no momento da avaliacéo,
independentemente do status do tratamentoFR = fator reumatoide; AAPC = anticorpos antiproteina/ peptideo citrulinados; LSN =
limite superior do normal; VHS = velocidade de hemossedimentacdo; PCR = proteina C-reativa.
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Quanto a gravidade da doenca, a AR costuma ser dividida em leve,
moderada e grave. O diagnostico precoce e o inicio imediato do tratamento sao
fundamentais para o controle da atividade da doenca e para prevenir
incapacidade funcional e lesé@o articular irreversivel. Cerca de 70% dos pacientes
com doenca ativa desenvolvem alteracdes articulares dentro dos dois primeiros
anos da doenca (Lipsky, 2008).

A atividade da doenca e a perda da capacidade funcional podem ser
avaliados pelos indices clinicos DAS (do inglés, Disease Activity Score) (Prevoo
et al.,, 1995; Van Gestel et al.,, 1998) e HAQ (do inglés, Health Assessment
Questionaire) (Ramey et al., 1996), respectivamente.

Uma vez que a AR nao tem cura, e sim, apenas remissdo, o DAS permite
coletar informacées sobre a atividade da doenca na pratica clinica. E necessario
gue o clinico avalie o numero de articulagbes edemaciadas e com dor e que seja
realizado o teste laboratorial de velocidade de hemossedimentacdo ou a
guantificacdo da proteina C reativa (Aletaha, 2005; Pinheiro 2007).

Também é realizada a avaliacdo global da saude do paciente que € obtida
por uma Escala Visual Analdgica (EVA) de 0 a 100. O calculo do DAS através de
uma férmula com tais paramétros ira fornecer uma escala de 0 a 10, indicando o
quanto ativa estd a doenca no momento. O DAS convencional avalia 44
articulagdes, enquanto o DAS simplificado, chamado DAS28, avalia apenas 28
articulagbes. O DAS 28 demonstra 6tima correlacdo (0,97) com a atividade da
doenca quando comparado com o DAS convencional e, devido ao menor niumero
de articulacdes avaliadas, € muito mais pratico tanto para avaliar a atividade da
doenca num determinado tempo de evolugcdo da AR, como para avaliar se houve

resposta clinica ao tratamento administrado (Aletaha, 2005; Pinheiro 2007).
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O HAQ € uma medida genérica da escala de dor utilizada para avaliar a
incapacidade do paciente e, consequentemente, a severidade da AR. O
questionario aborda 20 questbes relacionadas a atividades diarias divididas em
oito categorias: higiene, alimentacdo, vestuario, capacidade de levantar-se e
caminhar, alcance e preensdo de objetos e realizacdo de tarefas diarias. As
possiveis respostas sdo: 0 = sem dificuldades, 1 = pouca dificuldade, 2 = muita
dificuldade, 3 = impossivel realizar. O escore € calculado pela média dos valores

encontrados em cada categoria (Ramey et al., 1996) (Tabela 2).

Tabela 2. Health Assessment Questionaire (HAQ): indice clinico para avaliacdo da perda da

capacidade funcional (Ramey et al., 1996).

Sem Pouca Muita N&o
Atividade dificuldade dificuldade dificuldade consegue
0 1 2 3

Maior
valor

1. Vestir-se, inclusive amarrar os corddes
dos sapatos e abotoar as roupas

2. Lavar sua cabeca e seus cabelos

3. Levantar-se de maneira ereta de uma
cadeira de encosto reto e sem bracos

4. Deitar-se e levantar-se da cama

5. Cortar pedagos de carne

6. Levar a boca um copo ou xicara cheio de
café, leite ou agua

7. Abrir um saco (caixa) de leite comum

8. Caminhar em lugares planos

9. Subir 5 degraus

10. Lavar e secar seu corpo apés o banho
11. Tomar banho de chuveiro

12. Sentar-se e levantar-se de um vaso
sanitério

13. Levantar os bracos e pegar um objeto de
aproximadamente 2,5 quilos que esta
posicionado pouco acima da cabeca

14. Curvar-se para pegar roupas no chéo

15. Segurar-se em pé no 6nibus ou metrd
16. Abrir potes ou vidros de conservas que
tenham sido previamente abertos

17. Abrir e fechar torneiras

18. Fazer compras nas redondezas onde
mora

19. Entrar e sair de um dnibus

20. Realizar tarefas tais como usar vassoura
para varrer e ou rodo para a agua

Somatdrio
Somatorio dividido por 8 (resultado do HAQ)
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2.1.4 Fatores ambientais da artrite reumatoide

O tabagismo é o fator ambiental predominante na AR, sendo associado a
um risco duas vezes maior de desenvolvimento da doenca. O tabaco é capaz de
induzir a citrulinacdo peptidica e consequentemente estimular a producdo de
ACPA (Lee et al., 2007; Onozaki, 2009; Klareskog et al., 2011).

InfeccBes bacterianas e virais também sédo consideradas fatores envolvidos
com a AR. Produtos bacterianos tém sido encontrados nas articulacbes de
pacientes com AR na auséncia de infec¢des ativas. Acredita-se que produtos
bacterianos ou acidos nucleicos virais possam participar indiretamente do
desenvolvimento da AR em individuos geneticamente susceptiveis pela
estimulacdo da imunidade inata e, consequentemente, da imunidade adaptativa
(McInnes e Schett, 2011; Scher et al., 2016).

Agentes infecciosos, como o virus Epstein-Barr, o citomegalovirus e as
espécies bacterianas Proteus mirablis e E. coli tém sido ligadas a AR através do
mecanismo de mimetismo molecular. A AR também tem sido associada com a
doenca periodontal causada pelo agente Porphyromonas gingivalis, o qual
expressa fatores capazes de promover a citrulinagdo de proteinas e,
consequentemente, a producdo do ACPA (Mclnnes e Schett, 2011; Scher et al.,
2016).

Atualmente, estudos tem apontado para evidéncias relacionando o efeito
do microbioma no risco e progressdo da autoimunidade. Achados em modelo
animal para artrite sugerem um papel essencial do microbioma intestinal no
desenvolvimento da doenca (Honda et al., 2012; Scher et al., 2016). Em

humanos, estudos iniciais tém associado a disbiose gastrointestinal com a AR
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precoce e também alteracbes na microbiota comum com a positividade para
ACPA e alteracdo nos niveis de proteina C reativa (Scher et al., 2015).

Outros potenciais fatores ambientais sédo: ingestdo de alcool e cafe, niveis
séricos baixos de vitamina D, uso de contraceptivos orais e baixo nivel

socioecondmico (Waldburger et al., 2008; Millar et al., 2013).

2.2 LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

2.2.1 Epidemiologia do lupus eritematoso sistémico

A incidéncia e prevaléncia do LES diferem bastante entre as diferentes
regides do mundo (Kyttaris, 2010). As taxas de incidéncia variam
aproximadamente de 1 a 10 a cada 100.000 pessoas por ano, enguanto a
prevaléncia em geral varia de 20 a 70 a cada 100.000 pessoas (Pons-estel et al.,
2010). Esse grande intervalo observado nas taxas de prevaléncia e incidéncia
deve-se principalmente a variagbes nos fatores genéticos populacionais e
ambientais nas diferentes regifes (Vilar e Sato, 2002; Kyttaris et al., 2010). Por
exemplo, os descendentes de africanos e asiaticos séo 2 a 3 vezes mais afetados
pelo LES do que as populacdes caucasianas (Chakravarty et al., 2007; Kyttaris et
al., 2010).

Até mesmo entre as diferentes regibes de um mesmo pais € observada
diferenca nas taxas de incidéncia. No Brasil por exemplo, sua grande
miscigenacéo étnica e cultural e diferentes condi¢des climaticas podem influenciar
de forma diferente no aparecimento e evolugdo da doenca e, consequentemente,
nas suas taxas de incidéncia.

Na populagdo brasileira, estudos epidemiolégicos foram realizados na

cidade de Natal no Nordeste do pais, o qual mostrou uma incidéncia anual de 8,7
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a cada 100.000 pessoas, com uma maior frequéncia em mulheres (14,1: 2,2)
(Vilar e Sato, 2002). Ja na cidade de Cascavel no Parana, sul do Brasil, foi
observada uma menor incidéncia de 4,8 casos por 100.000 habitantes/ano
(Nakashima et al., 2011). A diferenca de incidéncia encontrada entre as cidades
de Cascavel e Natal pode ser explicada pela elevada intensidade dos raios
ultravioleta na regido geogréfica de Natal (Vilar e Sato, 2002; Nakashima et al.,
2011), assim como pela composicéo étnica das cidades, uma vez que Natal tem
uma maior proporcéo de afrodescendentes (Nakashima et al., 2011).

O LES esta associado ao género, com uma taxa que varia de 6 a 14
mulheres afetadas para cada homem afetado. Embora possa ocorrer em qualquer
idade, é mais frequente entre os 20 e 45 anos, na fase reprodutiva da mulher
(Kyttaris et al., 2010).

As principais causas de morte do paciente com LES sdo infeccdes e
eventos cardiovasculares (Nossent et al., 2007). Pacientes com LES apresentam
um risco 2 a 10 vezes maior de doenca arterial coronariana do que a populacao
geral (Fernandez-Nebro et al., 2015). Nos ultimos 50 anos, foi observado o
aumento da taxa de sobrevida dos pacientes com LES, com atribuicdo a fatores
tais como o diagndstico precoce, opc¢les terapéuticas mais eficazes e controle
das comorbidades da doenca (Lanna et al., 2014). Apesar disso, o LES ainda tem
um impacto significativo na qualidade de vida dos pacientes e na capacidade
laboral (Jolly et al., 2005). Vinte e trés por cento dos individuos com LES param

de trabalhar em 5 anos ap6s o seu diagnéstico (Al Dhanhani et al., 2009).
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2.2.2 Imunopatogénese do lupus eritematoso sistémico

O LES é uma doenca autoimune com o comprometimento de diversos
orgados e sistemas e apresentacdo de diferentes manifestacbes clinicas e
laboratoriais (Sato et al., 2006). A imunopatogénese do LES esta associada a
fatores genéticos e ambientais com impacto em todo o sistema imune. Alteracdes
na resposta imune do paciente com LES estdo presentes tanto na funcdo das
células B e T (Apostolidis et al., 2011; Chavele e Ehrenstein, 2011), como na
atuacdo de citocinas, quimiocinas, moléculas de sinalizacdo e receptores de
reconhecimento padréo e formag&o de imunocomplexos (Yu et al., 2012) (Figura

4).

FATORES

Genéticos Ambientais  |munol6gicos Hormonais Epigenéticos

LR
Y~ Anticorpos
Imunocomplexos?b%/s. ‘iY ‘_(

Citocinas ::. (Qég)o Células T

Pulmées Cérebro Coracéo

Figura 4. Fatores genéticos, ambientais, imunol6gicos, hormonais e epigenéticos atuando juntos
para o desenvolvimento do LES e consequente dano a diferentes 6rgdos (Fonte: adaptada de

Tsokos, 2011).
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O LES é primariamente caracterizado pela deposi¢cdo de imunocomplexos
com o aumento da apoptose em conjunto com uma eliminacdo ineficiente de
células mortas. Consequentemente, ha a producdo de niveis elevados de auto-
anticorpos. H& ainda a producéo desregulada de citocinas, a qual contribui para a
disfuncéo immune do LES e entdo com o dano tecidual (Ohl e Tenbrock, 2011)

Determinadas citocinas tem apresentado papel fundamental no
desenvolvimento do LES. Por exemplo, uma das caracteristicas da doenca é ter
uma deficiéncia na producdo de IL-2 pelas células T, o que contribui para a
reducdo do numero de linfocito T regulador (Tregs). Uma vez que a expansao
desse tipo celular € dependente da IL-2 (Lieberman e Tsokos, 2010).

Favilli et al., 2009 demonstraram niveis elevados de IL-18 em individuos
com LES com correlacdo positiva com a severidade da doenca. Essa citocina
parece estar envolvida tanto com os eventos patogénicos iniciais como também
na fase tardia da doenca. No glomerulo e nos compartimentos tubulo-intersticiais
dos pacientes com nefrite lUpica, foi observado um aumento de transcritos da IL-
18 e niveis séricos correlacionados com a severidade da nefrite e grau de
proteinuria (Kahlenberg et al., 2011; Hatef et al., 2013). Além disso, a IL-18 tem
sido associada a disfuncado endotelial em células progenitoras e alteracdo no
reparo vascular no LES (Kahlenberg et al., 2011).

Estudos em camundongos predispostos ao desenvolvimento de sindrome
semelhante a lupus mostram um papel fundamental da IL-18 no desenvolvimento
da doenca. Camundongos MRL/ Ipr tratados com IL-18 apresentam exacerbacao
da proteinuria, glomerulonefrite, vasculite e elevacdo de citocinas pro-

inflamatorias (Esfandiari et al., 2001; Neumann et al., 2006). Menke et al., 2011
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observaram também que a inibicdo da IL-18 em modelo murino apresenta um
importante papel na nefrite e alteracoes cutaneas no LES. Niveis aumentados da
citocina IL-1B foram também associados a alteracds renais em pacientes com
LES (Aringer e Smolen, 2005; Umare et al., 2014). Além disso, Yao et al., 2016
observaram niveis elevados de IL-18 em pacientes com LES ativo. O bloqueio
terapeutico da IL-13 mostrou beneficios para os pacientes com LES (Ostendorf et
al., 2005).

O Interferon tipo | (IFNa e IFNB), o qual apresenta diversas fun¢des, como
antiviral, antiproliferativa e modulatéria da resposta imune, apresenta niveis
alterados em pacientes com LES. Uma alta producdo de IFNa foi observada em
familias com pessoas afetadas pelo LES, tanto nos familiares saudaveis como
nos pacientes (Niewold et al., 2007; Niewold et al., 2008). Isso sugere que o
controle genético do IFN | é importante para a susceptibilidade a doenca, mas
que, para o desenvolvimento das manifestacdes clinicas, sdo necessarios ainda
outros fatores (Apostolidis et al., 2011).

Além disso, mais de 90% dos pacientes apresentam altos niveis séricos da
citocina, porém apenas 40 a 50% dos pacientes tem uma atividade significativa de
IFN, sugerindo também que fatores adicionais sd0 necessarios para uma
sensibilidade aos sinais liberados pelo IFN (Apostolidis et al.,, 2011). Elevada
expresséo de IFN foi detectada em tecidos afetados pelo LES, como por exemplo,
os rins (Bennett et al., 2003; Pascual et al., 2003; Ronnblom et al., 2009).

Uma vez que a infiltragdo de linfécitos e outros leucocitos em sitios de
inflamacéo apresenta um papel crucial na patogénese do LES e as quimiocinas

tem importante fungcdo na quimiotaxia, as quimiocinas e seus receptores estéao
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intimamente envolvidos com a regulacéo da inflamacéao e trafico de leucécitos nos
orgaos afetados pelo LES (Yu et al., 2012).

A quimiocina ligante (CCL) 2, a CCL5, a quimiocina motivo C-X-C ligante
(CXCL) 9, a CXCL10 e a CXCL13 mostraram-se em niveis elevados em pacientes
com LES (Wong et al., 2010, Yu et al., 2012). Além disso, a CCL2 e a CXCL10
mostraram concentracdoes elevadas no fluido do sistema nervoso central de
pacientes com a sindrome neuropsiquiatrica do LES quando comparados a
pacientes sem a sindrome, sendo entdo potenciais marcadores dessa
manifestagéo clinica (Okamoto et al., 2004; Okamoto et al., 2006).

As moléculas de vias de sinalizacdo também influenciam no
desenvolvimento da autoimunidade, uma vez que podem participar da modulacao
da transcricdo génica, proliferacdo celular, apoptose e expressdo de citocinas,
quimiocinas, moléculas de adesdo e metaloproteinases (Crispin et al., 2010).
Gorjestanl et al., 2008 encontraram niveis elevados de ERK (Proteina cinase
ativada por mitégeno 1) em linfécitos T de pacientes com LES e Wong et al., 2009
mostraram a hipotese de que a p38 MAPK (Proteina cinase ativada por mitégeno)
e a JNK (Proteina cinase ativada por mitdgeno 8) sdo moléculas-chave na
regulacdo intracelular da inflamacéo mediada pela hiperatividade dos linfocitos B
e T no LES.

Os autoanticorpos sao produzidos pelas células B autorreativas, as quais
fazem parte do repertério de células de individuos normais. Entretanto, no LES
essas células desempenham uma funcionalidade aberrante, provavelmente
resultante do seu processo de maturacdo defeituoso (Kyttaris, 2010). Foi
observado que populacbes de células B “naive” em pacientes com LES

apresentam mais de 50% das células autorreativas antes mesmo do primeiro
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encontro com antigenos. Esses achados sugerem falhas dos pontos de
verificacdo durante a maturacao desses linfocitos, as quais resultam em um maior
namero de células B autorreativas produzindo autoanticorpos (Yurasov et al.,
2005).

Em condi¢cbes normais, as células B imaturas que reconhecem e séo
ativadas contra autoantigenos durante seu processo de maturacdo Ss&o
negativamente selecionados pelos mecanismos de tolerancia do sistema imune,
prevenindo entdo a presenca de linfécitos B autorreativos em 0Orgdos imunes
periféricos. Entretanto, células B que reconhecem antigenos proprios podem nao
passar por essa selecdo devido a uma ativacdo comprometida causada por
desordens no seu sistema de sinalizagdo intracelular (Yurasov et al., 2006;
Kyttaris, 2010).

Uma vez que ja escaparam dos mecanismos de autotolerancia, o0s
linfécitos B autorreativos, assim como as células T autorreativas, ao terem seus
receptores ativados, apresentam o influxo de calcio e a fosforilacdo de tirosinas
aumentados (Kyttaris, 2010). Além disso, a regulacdo dessas células mostrou-se
comprometida, uma vez que uma das vias de regulacdo negativa, a via do
receptor FcyRIlb (um regulador da ativacdo do receptor de células B) esta
deprimida (Enyedy et al., 2001; Mackay et al., 2006). Devido a esse desequilibrio
entre os sinais de ativacdo e inibicdo nas células B no LES, a producdo de
autoanticorpos é exacerbada (Crispin et al., 2010).

As células B podem influenciar a funcdo dos linfocitos T, como por
exemplo, produzindo anticorpos que se ligam as moléculas CD3 das células T,
desencadeando sinais intracelulares que podem bloquear a transcricdo do gene

da IL-2 (Juang et al., 2005), levando a uma deficiéncia dessa citocina, o que pode
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contribuir para reducao de Tregs (Lieberman e Tsokos, 2010) e para a supressao
da ativacdo da morte de células T autorreativas (Crispin et al., 2010).

Do mesmo modo, as células T também podem interferir nas células B,
auxiliando-as a produzir autoanticorpos. Dessa maneira, as células B e T
autorreativas contribuem em conjunto para a producdo de autoanticorpos, para o
desequilibrio das citocinas e para a infiltracdo celular nos tecidos, levando ao
estabelecimento das manifestacdes clinicas do LES (Kyttaris, 2010).

Uma vez que os linfécitos T reguladores estdo envolvidos com o controle
da tolerancia periférica, pequenas desordens nessas células também podem
contribuir para o desenvolvimento do LES (Chavele e Ehrenstein, 2011). Foi
observada uma deficiéncia desse subtipo celular em pacientes com LES e uma
diferenca nos niveis de Tregs entre pacientes com a doenca ativa e inativa.
Também foram observadas anormalidades no poder de supressao dos Tregs,
assim como uma resisténcia a supressao por parte dos outros subtipos de
linfécitos (Miyara et al., 2005; Valencia et al., 2007; Bonelli et al., 2008; Lee et al.,
2008). Chavele et al., 2011 também observaram uma relacdo inversa entre o
poder de supressao dos Tregs e a atividade da doenca.

A producdo de autoanticorpos causa a formacdo de imunocomplexos, 0s
quais se depositam nos tecidos e ativam o0 sistema complemento, e, caso nao
sejam removidos, ha o desencadeamento da resposta inflamatéria, causando o
dano tecidual (Kyttaris, 2010). Varios componentes do complemento apresentam-
se em desequilibrio e tem seus genes associados com a susceptibilidade ao LES.
Individuos com deficiéncia de C1qg, C2 ou C4 mostraram um risco maior ao LES
do que pessoas saudaveis. Pessoas com deficiéncia de C1g mostraram um risco

de 90% de desenvolvimento do LES, enquanto pessoas com niveis de C2
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diminuidos e total auséncia de C4 mostraram um risco de 10 e 75%,
respectivamente (Manderson et al., 2004; Ghebrehiwet e Peerschke, 2004).

Além dos componentes da via classica do complemento, o LES também foi
associado com os componentes da via das lectinas, como por exemplo, a Lectina
ligadora de manose (MBL), a qual se mostrou deficiente em pacientes com LES.
A MBL, junto a outros componentes do sistema imune, atua na remocao de restos
celulares e na opsonizacao de bactérias (Kyttaris, 2010).

Apesar de o LES geralmente ter sido estudado como uma desregulacdo da
imunidade adaptativa envolvendo células B e T, hoje sdo crescentes as
evidéncias de que a imunidade inata também esta envolvida e que mondcitos,
células dendriticas, macréfagos e neutrofilos contribuem para a patogénese do
LES (Apostolidis et al., 2011).

Mondcitos e macrofagos de pacientes com LES tém mostrado uma
capacidade reduzida de fagocitose de material apoptético, a qual pode contribuir
com o desenvolvimento da autoimunidade (Pathak e Mohan, 2011). Kilmon et al.,
2007 demonstraram que macrofagos regulam a tolerancia dos linfocitos B através
da secrecao de fatores de regulacéo IL-6 e CD40L, no entanto macréfagos de
camundongos propensos ao desenvolvimento do lupus apresentam reducdo da
expressdo desses fatores e s&o incapazes de reprimir a secrecdo de
imunoglobulinas dos linfocitos B, indicando uma possivel relacdo dos macrofagos
com a hiperatividade dos linfocitos B no LES.

Todos esses mecanismos juntos levam a um ciclo patogénico, no qual
tanto imunidade inata como a adaptativa com seus diferentes componentes e
células cooperam e respondem aos estimulos uma da outra para estabelecer a

patogénese do LES.
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2.2.3 Manifestagcbes clinicas/laboratoriais e diagnéstico do lupus
eritematoso sistémico

Sendo o LES uma doenca sistémica, varios 6rgdos e sistemas sao
acometidos ao mesmo tempo (Assis e Baaklini, 2009). Na figura 5, estédo
representados os principais 6rgdos e sistemas atingidos pelo desenvolvimento da

doenca.

Sistema nervoso Membranas mucosas
central e periférico e olhos

Aaques, psicoses, dores de cabeca, Uloeras nos olhos, nariz,
disfungdes cognitivas, . boca ou vagina,
neurcpatias, depressao (i Sindrome de Sjogren

febre baixa Sistema gastrointestinal

Nausea, vomito,
diarréia, mudangas de peso

Coragao, Pulmdes
Pencardite, miccardite,

endocardite, pleurte,
pneumonite
Rins
Edema, hipertensdo,
protein(iria,
insuficiéncia renal
Fadiga extrema, artralgia,
Sangue mialgia, artnte e miosite
Anemia, trombocitopenia, Pele
leucopenia, rombose, ‘ " Asadeborboleta, lesdes
circulagdo de autoanticorpos @ ' cutaneas, fotossensibifidade,
Imunocomplexos / sopéxia, vasculte,
Fendmeno de Raynaud

Figura 5. Manifestacdes clinicas apresentadas pelos pacientes com LES, envolvendo os

diferentes 6rgdos e sistemas (Fonte: www.misodor.com/LUPUS.html).

As principais manifestacdes clinicas ocorrem na pele e no sistema nervoso,
renal, sanguineo e imunolégico. Tais manifestacées clinicas podem variar em
grande escala, com acometimentos concomitantes, aditivos ou sequenciais,

ciclicos ou persistentes, agudos ou crénicos e com periodos de remisséo,
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atividade e progressdo da doenca relativos a oOrgaos e sistemas diferentes
(Robinson et al., 2011).

O periodo de remissdo é muito variavel e pode durar semanas, meses ou
até anos; o periodo de atividade geralmente € uma exacerbacédo dos sintomas ja
estabelecidos; e a progressdo é caracterizada pelo aparecimento de novos
sintomas (Robinson et al., 2011). Fatores como estresse, infec¢des, exposi¢cao
excessiva ao sol, causas emocionais ou interrupcao do tratamento sdo possiveis
motivos para o reestabelecimento da atividade da doenca (Robinson et al., 2011).

O padréao inicial da doenca habitualmente exibe sintomas gerais
inespecificos, como mal-estar, fadiga, febre baixa, perda de peso e adenomegalia
e costuma evoluir com manifestacbes cutaneas e articulares, alteracfes
hematolégicas e sorologicas (Assis e Baaklini, 2009).

As manifestacdes cutaneas levam a um potencial diagnostico do Lupus
através de quatro critérios: rash malar, fotossensibilidade, rash discoide e
alopecia (Assis e Baaklini, 2009) (Figura 6).

Pacientes com LES também podem apresentar manifestacées vasculares,
como por exemplo, vasculites cutaneas, as quais sao observadas principalmente
em vasos de pequeno calibre. A vasculite em pacientes com LES é mediada tanto
pela deposicdo de imunocomplexos como pela ligacdo direta de anticorpos aos
componentes celulares e, consequentemente, pela ativacdo do sistema

complemento e inflamatério (Uva et al., 2012).
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Figura 6. Manifestagdes cutdneas do LES: A. Rash malar. B. Fotossensibilidade. C. Rash

discoide. (Fonte: Uva et al., 2012).

Como uma das manifestacbes vasculares dos pacientes com LES, h&
também o Fendbmeno de Raynaud (Figura 7), o qual se caracteriza por uma
resposta vascular exagerada a baixas temperaturas e ao estresse emocional.
Esse fenbmeno € caracterizado pela mudanca de cor nas pontas dos dedos,

causada pela vasoconstriccdo anormal das arteriolas das digitais, sendo esse um

processo reversivel (Uva et al., 2012).

Figura 7. Alteracdes causadas pelo FEnomeno de Raynaud (Fonte: www.med.umich.edu)
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Artralgia, artrite e osteonecrose sdo as principais manifestacdes
musculoesqueléticas no LES (Cojocaru et al, 2011). Geralmente, essas
manifestacbes sdo nado-erosivas, assimétricas, migratérias e moderadamente

dolorosas (Goh et al., 2012) (Figura 8).

Figura 8. Artrite desencadeada pelo LES (Fonte: Ribeiro et al., 2011)

O envolvimento renal ocorre pelo menos em metade dos pacientes em
algum momento do desenvolvimento da doenca, contribuindo de forma
significante para a morbidade e mortalidade da doenca. Em torno de 10% dos
pacientes evoluem para insuficiéncia renal crbnica em cinco anos (Assis e
Baaklini, 2009).

O LES também pode acometer o sistema cardiovascular em 58 a 77% dos
pacientes em algum momento do seu curso, sendo que raramente ocorre como
primeira manifestacdo da doenca ou isoladamente (Goh et al., 2012). A
pericardite é uma das manifestacdes cardiacas do LES mais comum, inclusive
sendo um dos critérios de inclusdo usados para o diagnéstico da doenca na
classificagcdo do Colegiado Americano de Reumatologia (ACR) (Tan et al., 1982;

Gladman et al. 1996; Hochberg, 1997).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goh%20YP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22901453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goh%20YP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22901453
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O envolvimento do sistema nervoso central também é uma das principais
causas de mortalidade e morbidade em pacientes com LES (Goh et al., 2012).
Dores de cabeca e transtornos de humor sdo as principais manifestacdes
neurolégicas relatadas (Cojocaru et al., 2011).

O envolvimento do sistema respiratorio no LES é bastante comum, entre
40 a 57% dos pacientes apresentam sintomas de dispneia e pouca tolerancia a
exercicios fisicos (Lalani et al., 2004).

Alguns sintomas gastrointestinais secundarios ao LES e como efeitos
adversos do tratamento da doenca também sdo comuns entre os pacientes:
ulceracdes orais € uma manifestacdo clinica comum da doenca, sendo inclusive
um dos critérios determinados pelo ACR (Tan et al., 1982; Gladman et al. 1996;
Hochberg, 1997) para o diagndstico da doenca (Cojocaru et al., 2011).

Ao longo da evolucédo do LES, mais da metade dos casos desenvolverédo
manifestacbes hematologicas (Assis e Baaklini, 2009). O lupus em atividade é
frequentemente caracterizado por anemia, leucopenia, linfopenia e
trombocitopenia, provavelmente pelos efeitos ndo especificos da inflamacéo
sobre a funcdo da medula 6ssea, assim como pela producdo de autoanticorpos
especificos para os elementos celulares (Sasidharan et al. 2012).

Como uma das principais caracteristicas do LES, h4d a formacao de
autoanticorpos contra uma grande variedade de componentes celulares (Arbuckle
et al., 2003; Kyttaris, 2010). Um dos mais frequentes é o anticorpo antiDNA, o
qual pode ser contra o0 DNA de dupla fita ou contra o DNA de fita simples,
podendo estar presente em 70 a 80% dos pacientes com LES. Outro exemplo sdo
0S anticorpos antinucleossomais, 0s quais se dirigem contra proteinas que

compdem os nucleossomos (Duarte, 2005; Vargas e Romano, 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sasidharan%20PK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22830038
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Ha também os anticorpos antiSm e antiRNP, dirigidos contra os
polipeptideos envolvidos na sintese de RNA Smith e RNP, respectivamente.
Também podem ser encontrados o0s anticorpos antiRo/SSA e antiLa/SSB, os
quais sdo anticorpos contra as ribonucleoproteinas (Duarte, 2005; Vargas e
Romano, 2009).

Um dos principais autoanticorpos no LES é o anticorpo antifosfolipideo.
Esse anticorpo age diretamente contra os componentes da membrana da célula,
interferindo no processo de coagulacdo e na funcao das células endoteliais, tendo
como consequéncia um aumento na expressao de moléculas de adesdo na
superficie das células e a inducdo da producdo de fator tissular, causando
agregacdo plaquetaria e a formacdo de trombos (Ruiz-lrastorza et al., 2010).
Esses eventos caracterizam a Sindrome do Anticorpo Antifosfolipideo, a qual
muitas vezes € responsavel por abortos espontaneos em gestantes com essa
sindrome (Ruiz-Irastorza et al., 2010).

O aparecimento desses autoanticorpos pode preceder os sintomas clinicos
por varios anos e 0 seu repertorio aumentar de maneira progressiva (Kyttaris,
2010). Essas imunoglobulinas participam da deposicdo de imunocomplexos,
causando a ativacdo do sistema complemento e o aumento da atividade
inflamatéria por meio da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e do influxo de
células mononucleares e neutrdfilos (Li e Isenberg, 2006).

Um dos principais testes utilizados para o rastreamento dos autoanticorpos
€ o teste do Fator Antinuclear (FAN), o qual pesquisa 0s anticorpos antinucleares
(ANA) encontrados no LES, mas também pode detectar a presenca de
autoanticorpos contra elementos do citoplasma e do nucléolo da célula. No LES, o

FAN é positivo em quase 100% dos pacientes e, além de indicar a presenca dos
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autoanticorpos, também tem carater semiquantitativo. Esse teste pode sugerir

quais as possiveis especificidades de autoanticorpos presentes e indicar as

proximas etapas da investigacdo laboratorial dos autoanticorpos envolvidos

(Vargas e Romano, 2009).

O diagnostico do lupus é estabelecido através dos critérios de classificacédo

do ACR (Tan et al., 1982; Gladman et al. 1996; Hochberg, 1997), que se baseia

na presenca de pelo menos 4 entre os 11 critérios mostrados na Tabela 3. A

presenca desses critérios pode diagnosticar o paciente como portador da doenca

com 95% de especificidade e 85% de sensibilidade (Louis e Fernandes, 2001).

Tabela 3. Critérios para diagnéstico do LES de acordo com o Colegiado Americano de Reumatologia

(Tan et al., 1982; Gladman et al. 1996; Hochberg, 1997).

Critério

Definigcao

1. Rash malar

2. Rash discoid

3. Fotossensibilidade

4. Ulceras orais

5. Artrite

6. Serosite

7. Doenca renal

Eritema fixo, plano ou elevado, sobre a regido malar.

Manchas eritematosas elevadas com placas ceratéticas aderentes.
Cicatrizes atréficas podem ocorrer em lesdes antigas.

Rash resultante de reacdo incomum a luz do sol, por histéria do
paciente ou observacdo do médico.

Ulceras orais ou nasofaringeanas, usualmente dolorosas.

Artrite ndo erosiva, envolvendo duas ou mais articulagcdes periféricas,
caracterizada por sensibilidade, edema ou derrame articular.

Pleurite, histéria de dor pleuritica, atrito auscultado por um médico ou
evidéncia de derrame pleural; pericardite documentada por
eletrocardiograma, atrito ou evidéncia de derrame pericéardico.
Proteindria persistente, maior que 0,5 g/24h ou maior do que 3+ se nao
é realizada a quantificacdo; cilindros celulares: hematicos, granulares,

tubulares ou mistos.
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Continuacao Tabela 3. Critérios para diagnéstico do LES de acordo com o Colegiado Americano de

Reumatologia (ACR).

8. Doenca neuroldgica

9. Alteracdes

hematolégicas

10. AlteracOes

imunoldgicas

11. Anticorpo antinuclear

(FAN)

ConvulsGes na auséncia de drogas ou distarbios metabdlicos que
possam desencadear a crise; psicose na auséncia de drogas ou
distarbios metabdlicos que possam desencadear a crise.

Anemia hemolitica com reticulocitose; leucopenia caracterizada por
menos de 4000 leucécitos/mm® em duas ou mais ocasides; linfopenia
caracterizada por menos de 1500 linfocitos/mm® em duas ou mais
ocasides; trombocitopenia caracterizada por menos de 100.000
plaquetas/mm3 na auséncia de drogas plaquetopénicas.

Anticorpo anti-DNA nativo positivo; anticorpo anti-Sm positivo; presenca
de anticorpo antifosfolipidio, baseado em niveis séricos anormais de
anticardiolipina IgG ou IgM; anticoagulante IUpico positivo por um
método padrdo; teste soroldgico positivo para sifilis por pelo menos 6
meses e confirmado por FTA-ABS negativo.

Titulos anormais por imunofluorescéncia ou teste equivalente em
qualquer momento na auséncia de drogas conhecidas como “indutoras

de lupus”.

2.2.4 Fatores ambientais do lupus eritematoso sistémico

Alguns  fatores

~

ambientais sdo sabidamente importantes no

desencadeamento do LES, assim como na sua severidade e manifestacfes

(Zzandman-Goddard et al., 2012).

A luz ultravioleta apresenta papel prejudicial na exacerbacdo da doenca.

Quando os gueratinécitos sao expostos a luz ultravioleta, o seu DNA sofre danos,
causando a apoptose da célula e, consequentemente, liberacdo do material
nuclear (Cooper et al., 2008). Nos pacientes com LES, esse material ndo é

removido de forma adequada, o que desencadeia uma resposta inflamatéria e,
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como consequéncia, pode influenciar no aparecimento das manifestacfes
cutaneas desses pacientes (Cooper et al., 2008).

Infecgbes virais também sdo consideradas possiveis desencadeadoras do
LES, devido ao mimetismo molecular entre determinados virus e proteinas
proprias. Como exemplo, a proteina EBNA-1 do Epstein-Barr virus, a qual
apresenta reacdo cruzada com o autoantigeno Ro, um dos principais alvos da
resposta imunologica no LES (Zandman-Goddard et al., 2009; Draborg et al.,
2012).

Outro fator ambiental considerado indutor do LES é a exposicdo a
xenobidticos organicos e compostos inorganicos. Um exemplo é a hidrazina, um
composto amplamente usado na agricultura e na indastria (Hess, 2002). O uso de
drogas como, por exemplo, a hidralazina e a procainamida também mostrou ter
impacto no desenvolvimento do LES. Essas drogas inibem a metilacdo do DNA, o
que pode causar a diminuicdo da producdo de citocinas por células T CD4" e a
hiperproducédo de IgG por determinados tipos de linfocitos B, desordenando o
sistema imune e, consequentemente, induzindo o desenvolvimento do LES em
um individuo geneticamente predisposto (Crispin et al., 2010).

O tabagismo também mostrou estar envolvido com o risco ao LES. Além
dos tabagistas crénicos apresentarem elevados titulos de anticorpos anti-DNA
dupla fita (Arnson et al., 2010), o fumo esta envolvido na hipdxia tecidual, necrose
celular mediada por toxinas, liberacdo de antigenos intracelulares, eliminacéo
inadequada de restos celulares e aumento de células B autorreativas (Agmon-
Levin et al., 2009).

O papel dos horménios femininos no desencadeamento do LES ja esta

bem estabelecido. Fontes exdgenas de estrogeno, tais como contraceptivos orais,
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terapia de reposicdo hormonal e preparacdo para fertilizacdo in vitro e estrégenos
presentes em medicina alternativa e pesticidas, mostram ter um papel no
desenvolvimento e exacerbacéo da doenca (Peeva e Zouali, 2005; Klumb et al.,
2010). A administracdo de moduladores do receptor de estrégeno, bloqueando os
efeitos do hormdnio, mostrou ter um impacto benéfico na atividade da doenca em

camundongos propensos ao lupus (Rubtsov et al., 2010).

2.3 FATORES GENETICOS DA ARTRITE REUMATOIDE E DO LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO

Fatores genéticos estdo associados ao desenvolvimento tanto da AR como
do LES. Evidéncias mostram que um histérico familiar positivo aumenta o risco de
AR aproximadamente em 3 a 5 vezes (Silman et al., 1993; Silman et al., 2002) e
que a prevaléncia do LES em parentes de primeiro grau € cerca de 10 vezes
maior do que em grupos controles (Li e Isenberg, 2006).

A identificacdo de fatores genéticos para essas doencas é dificultada
devido a heterogeneidade genética e baixa penetrancia alélica, assim como pela
interacdo entre 0s genes e interacdo gene-ambiente. Entretanto, durante a ultima
década estudos de associacdo e estudos em larga escala do genoma (GWAS)
tem identificado diversos genes associados ao desenvolvimento e progressao da
AR e do LES, sendo a grande maioria envolvida com a resposta imune (Delgado-
Vega et al., 2010; Messemaker et al., 2015; Saeed M, 2017). As figuras 9 e 10
trazem um panorama geral dos principais genes associados ao desenvolvimento

do LES e da AR, respectivamente.
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APOPTOSE CITOCINAS INTERFERON TRANSCRICAO
AFF1 22291604  IL10 19838195  [FIH1 22046141 HANDI 23740238 MYO188 23740238
ATG5 21622776 IL21 21425124  JRF3 25130328 HIPK1 23740238 RASGRP3 23249952
Imunidade arG7 21622776 I8 21179067 IRF5 24697319 IKBKE 21179067 SOS1 23740238
Inata PDCD1 19220647 SPP1 15692970  |RF7 21360504 IRAK1 19329491 STAT4 24697319
REL 21905002  ILI2A 26502338 |RFS 22046141 JAZF1 23740937 TRAF6 22231568
TREX1 17660818  SOCS1 26502338 PRDMI 19838195 MECP2 22904263 TNIP1 23249952
RAD518 26502338 TYK2 22046141 MIR146a 21738483 TCF7 IR507338
SINALIZACAO DE CELULAS B SINALIZAGAO DE CELULAST  SINALIZACAO CELULAR APRESENTAGAO DE ANTIGENOS
BANK1 21408207 cD44 21194677 SPRED2 26502338 ERBB3 20962850
BLK 21480188 CTLA4 20962850 NADSYN1 26502338 ICA1 20962850
D40 21914625 PTPN22 21078766 SH2B3 26502338
Imunidade s« 23042117 TNFAIP3 21905002 CITA 26502338
Adaptativa . 19369946 TNFSF4 21905002 SLCSA11 24925725
PRKCB 21134959 TRAF1 21905002
IKZF1 23249952 ELF1 21044949
IKZF2 26502338 ETS1 23249952
IKZF3 22464253
FAGOCITOSE COMPLEMENTO  ADESAO CELULAR
CRP 24574329  (FB 21792837 TBLIXR1 23740238
FCGR2A 15895258 CR2 25180293 PECAM-1 25201689
|mun0' FCGR2B 16227149 CR5 25167769 ARHGAP26 23740238
Complexos FCGR3A 17596285 CSMD1 23740238 DIAPH3 23740238
FCGR3B 22551723 MBL2 21792837 PDGFRA 24925725
ITGAM 18204098 HAS2 24925725
ITGAX 18204098
NCF2 22046141

Figura 9. Genes associados ao desenvolvimento do LES com suas respectivas fun¢des (Fonte:

adaptada de Saeed M, 2017).

A regido cromossOmica 6p21, a qual compreende o complexo de
histocompatibilidade humano (HLA), é o fator genético mais bem estabelecido
como predisponente ao desenvolvimento do LES e da AR, principalmente os
genes HLA de classe Il (Okada et al., 2014; Ghodke-Puranik Y et al., 2015; Viatte
et al., 2015).

Estudos em diferentes populagdes mostram a associacao de alelos HLA-
DRB1 (DRB1*1501 e DRB1*0301) com o LES. Além disso, esses alelos
mostraram-se associados com a producao de subtipos de autoanticorpos no LES.
Por exemplo, HLA-DRB1*03:01 n&o apenas influencia a susceptibilidade ao LES

como também esta associado com a producdo dos anticorpos anti-Ro e anti-La
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(Morris et al., 2014). Para o desenvolvimento da AR, estudos mostram a forte
influéncia genética dos alelos DRB*0401, 0404, 0405, 0408, 0101, 0102, 1001 e
DRB*09, sendo o DRB*0401 e 0405 os alelos com maior associa¢do (OR = 3,3 e
3,8, respectivamente) (Fernando et al., 2008; Chibnik et al., 2011).

A posicdo 70 a 74 da terceira regidao hipervariavel da cadeia DR[1
codificada pelos alelos HLA-DRB1 associados com a AR sempre apresenta uma
sequéncia conservada de aminoacidos QKRAA, QRRAA ou RRRAA (Q =
glutamina, K = lisina, R = arginina e A = alanina). Essa sequéncia de aminoacidos
€ denominada epitopo compartilhado (EC). Um individuo homozigoto para alelos
DRB1-EC tem um aumento do risco de desenvolvimento da AR com uma OR =
11,97 (Gregersen et al., 1987; Huizinga et al., 2005; Perricone et al., 2011).
Acredita-se que a presenca do EC influencie a interacdo entre o peptideo a ser
apresentado as células T e o HLA. Além disso, proteinas citrulinadas séo capazes
de se acoplar nas moléculas do HLA-EC, induzindo as células B a producao de
ACPA. Alelos com EC também estdo associados a formas mais graves da AR e a
manifestacbes extra-articulares (Gregersen et al., 1987; Weyand e Goronzy,
1992; van der Helm-van Mil et al., 2007; James et al., 2010).

Varios outros genes da imunidade adaptativa, envolvidos com a sinalizacao
das células B e T, assim como genes da imunidade inata envolvidos com a
apoptose e producdo de citocinas também se mostraram envolvidos com o
desenvolvimento da AR e do LES. Genes com funcdo na formacédo de
imunocomplexos, atraves da fagocitose, adesdo celular e producdo do
complemento, também parecem ter envolvimento importante no desenvolvimento

dessas doencas.
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‘ 1 Caucaslanos

Locus de risco

Figura 10. Genes associados a AR ao longo dos anos. As barras em azul indicam o0s genes
associados em caucasianos, enquanto os loci validados em populagao asiatica sdo vistos nas

barras em laranja (Fonte: adaptado de Viatte et al., 2013).

Um dos genes mais importantes identificados até o momento € o PTPN22
(Proteina tirosina fosfatase, nao-receptor tipo 22), o qual codifica a tirosina
fosfatase Lyp, um regulador negativo da transducédo de sinal de ativacdo das
células T (Rieck et al., 2007). O principal alelo de risco tanto para o LES como
para a AR € um polimorfismo de base Unica ndo sinénimo (rs2476601, +1858
C>T) que codifica a substituicdo de uma arginina por um triptofano na posicdo 620
do peptideo (Begovich et al., 2004; Gregersen e Olsson, 2009; Salama et al.,
2014; Elshazli e Settin, 2015).

Evidéncias mostram que esse polimorfismo causa um ganho de funcao,
aumentando o seu efeito inibitério na ativagdo das células T durante o
desenvolvimento do timo, o que pode induzir a autoimunidade através de
alteracdes na selecdo de linfocitos autorreativos e reducdo da atividade e do

namero de Tregs (Rieck et al., 2007).

1 [ Asidticos
[ e ——
} _—/
7
|
\

ol ﬂ[] [ll]ﬂﬂ[lﬂnﬂﬂ[lﬂ il uﬂl] ﬂﬂﬂ [l
z_-\r'\—:,e:-:uwm-‘uoc—«‘—:-vwr lx’xyv-uxtuﬂ:_\( u'>(\1'_‘>1|xx(l.)r"|c~r'—x a.«—q.-.(:p.—«—a-aurqm\‘mmgu.«—r o
‘r(\—lq-‘:wg,m —HNQ SN e 3 J-"«ngu-l\':’--rchh-tr'-(r—axmarxn.Lnuw-A—/ of 0 b= of L atoZ
—SZEFEDO K= ,r,._x,cg..._ﬁmuwcrmotogf_,-:aﬂ‘o_‘_nu:_;«.u}_,xd-uz 1IEZ2NR0oTognNO T IR
2fodoa b AT dvgrgonba<d oLlokEaRecea o STWAEEEErFa T —5S235YS GZ30Fxa Bl
El.(-é; Cay—ggrogsg = QeOCrRER B o < ﬁ 2o Oz2% CZOE!

i <) L@® ge I SE = o D 4 a <o < !
£F F 'Z- 3{ Q & <t @ N {
¥ = 9 25 8
vl L uy &
: < .
Pre 2007 2007 2008 2009 i T 2010 12011 2012




53

O gene que codifica a proteina STAT4 (sinal de transducéo e ativacao do
fator de transcricdo 4) também tem sido associado tanto com a AR como com o
LES em diferentes populacdes. A STAT4 apresenta importante papel na resposta
imune induzida pelo IFN tipo 1 e outras citocinas, a qual promove a resposta Thl
e Thl7 (Korman et al., 2008). Em diferentes estudos, o polimorfismo rs7574865,
presente no terceiro intron do STAT4, mostrou-se associado com um maior risco
de desenvolvimento ao LES e com uma maior sensibilidade para a sinalizacao
pelo IFN-a (Kariuki et al., 2009). O STAT4 também foi associado com o
desenvolvimento da AR em populacdes asiaticas, europeias e africanas (Elshazli
e Settin, 2015; Gu et al., 2015).

O gene CTLA-4 (Antigeno de linfocito T citotéxico 4) também vem sendo
descrito como um dos mais importantes genes de susceptibilidade a doencas
autoimunes. A proteina codificada por esse gene € expressa na superficie de
linfécitos T e apresenta funcdo regulatéria inibitéria sobre essas células (Teft et
al., 2006). A sinalizacdo da CTLA-4 tem papel fundamental na supressédo da
proliferacéo de linfocitos autorreativos e assim na manutencdo da autotolerancia
(Chistiakov et al., 2003). Os polimorfismos do CTLA-4 mais estudados e
considerados como associados a AR e ao LES em diferentes populacdes sdo
T>C na posicdo -1722, C>T na posicao -138 e A>G na posicao +49 do éxon 1
(Ulker et al., 2009; Taha khalaf et al., 2011; Luterek-Puszynska et al., 2016; Fattah
et al., 2017).

VariacOes nos genes dos fatores reguladores de interferon (IRFs) também
foram associadas a susceptibilidade ao LES e AR. Estudos em diversas etnias
mostraram a associacdo de diferentes polimorfismos no gene IRF5 (Fator

regulador de interferon 5) com o desenvolvimento de ambas doencas (Niewold et
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al., 2008; Cham et al., 2012; Negi et al.,, 2014; Ruiz-Larrafiaga et al., 2016).
Também foi observada a associacdo do IRF5 com a producdo de autoanticorpos
anti-Ro, anti-La e anti-DNA de fita dupla em pacientes com LES (Niewold et al.,
2008). O IRF5 codifica o principal fator de transcricdo na via do IFN tipo I,
regulando genes dependentes do IFN, citocinas inflamatérias e genes envolvidos
na apoptose (Kelly et al., 2008; Sigurdsson et al., 2008; Siu et al., 2008).
Polimorfismos nos genes IRF7 e IRF8 também estdo associados ao
desenvolvimento do LES em diferentes populacdes e correlacionados com o
aumento dos niveis de IFN (Ghodke-Puranik et al., 2015).

Outros genes associados ao LES e a AR sédo os genes do Receptor Fc
gama (FCGR) 2A, FCGR3A, FCGR2B e FCGR3B que codificam os receptores
Fcy, 0s quais reconhecem imunocomplexos e estdo envolvidos na resposta a
presenca de anticorpos (Chen et al., 2014; Lee et al., 2015; Saeed et al., 2017).
Diversas variantes funcionais nesses genes foram identificadas como fatores de
risco para o LES e AR, tais como: o polimorfismo ndo sinénimo rs1801274 do
FCGR2A, o qual foi associado com uma baixa afinidade desse receptor a
particulas opsonizadas por 1gG2 e com a reducdo da remocdo de
imunocomplexos (Deng e Tsao, 2010; Lee et al., 2015 ); variantes no FCGR3A
(rs396991) que alteram a afinidade de ligacdo desse receptor a imunocomplexos
que contenha IgG1, IgG3 ou IgG4 (Magnusson et al., 2004; Lee et al., 2015); o
polimorfismo n&o sinbnimo (1232T) ¢.695T>C, no dominio transmembranico do
FCGR2B que altera a funcao inibitoria do receptor FcyRIlb de células B, causando
alteracbes na inibicdo da ativacdo dessas ceélulas e, como consequéncia,
contribuindo com a autoimunidade (Kyogoku et al., 2002; Siriboonrit et al., 2003;

Chu et al., 2004); e o baixo numero de copias do FCGR3B que é frequente em
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pacientes com LES e parece estar associado com uma diminuicdo da expressao
do receptor e da remocéo dos imunocomplexos (Fanciulli et al., 2007; Willcocks et
al., 2008).

Alguns genes foram até o momento associados especificamente ao LES ou
a AR. Por exemplo, o gene TREX1 (Exonuclease de reparacao 1), que codifica a
principal DNA exonuclease 3°-5’. Essa enzima, além de revisar a atividade da
DNA polimerase, também atua degradando o DNA durante a apoptose
minimizando a reatividade autoimune ao DNA proprio (Stetson et al., 2008). Um
estudo de associacdo entre esse gene e pacientes com LES do Reino Unido,
Alemanha e Finlandia mostrou que mutacdes no TREX1 estavam presentes em
pacientes com LES e ausentes em individuos saudaveis (Lee-Kirsch et al., 2007).

Um importante risco genético na AR sdo polimorfismos presentes nos
genes das enzimas PADI, as quais convertem residuos de arginina em citrulina,
estimulando dessa forma a producédo de ACPA. Polimorfismos nos genes PADI2
(rs2235926, OR = 1,71; e rs2057094, OR = 1,36) mostraram associacdo com o
desenvolvimento da AR. Um aumento da expressdo do PADI2 também foi
observado em pacientes com AR comparados a pacientes com osteoartrite e
espondilite anquilosante (Chang et al., 2013).

O gene PADI4 também mostrou contribuir com o desenvolvimento da AR
(OR = 1,12). Numa populacao japonesa, foi observada a associacdo do PAID4
com a progressao de danos radioldgicos na articulacdo de pacientes com AR
(Suzuki et al., 2003; Plenge et al., 2005; Suzuki et al., 2013).

Na ultima década, varios outros polimorfismos foram estudados em
diferentes genes e associados com a susceptibilidade a AR e ao LES, como por

exemplo, os genes TRAFL1 (Fator 1 associado ao receptor de TNF) (Plenge et al.,
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2007; Panoulas et al., 2009; Canhéao et al., 2015; Saeed M, 2017), TNFAIP3 (do
inglés, tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 (Graham et al., 2008;
Orozco et al., 2009), PRDM1 (Dominio contendo 1 PR, com dominio ZNF)
(Gateva et al., 2009; Han et al., 2009; Viatte et al., 2013), VDR (Receptor de
vitamina D) (de Azevédo Silva et al., 2013; Song et al., 2016) e ETS1 (V-ets virus
da eritroblastose homélogo 1 do oncogene E2) (Han et al., 2009; Yang et al.,
2010).

2.4 INFLAMASSOMA

Um dos papeis do sistema imune é reconhecer e defender o organismo de
invasores. O reconhecimento desses corpos estranhos pela imunidade inata é
mediado por um numero limitado de receptores de reconhecimento de patégenos
(PRRs). Esses PRRs reconhecem estruturas conservadas de microrganismos,
conhecidas como padrdes moleculares associados ao patdégeno (Pathogen
Associated Molecular Patterns, PAMPs). Exemplos de PAMPs sdo os
lipopolissacarideos e peptideoglicanos bacterianos e 0 RNA viral (Chen e Nunez,
2010; Schroder e Tschopp, 2010; Takeuchi e Akira, 2010).

A ativacdo dos PRRs pelos PAMPs desencadeia uma resposta inflamatéria
capaz de ativar a imunidade inata, assim como a imunidade adaptativa no caso
dos mamiferos. Os PRRs também sdo ativados por sinais de perigo nao-
microbianos (Danger Associated Molecular Patterns, DAMPS), tais como DNA,
RNA ou acido urico. Esses DAMPs normalmente encontram-se em determinados
compartimentos celulares impedidos de ativar o inflamassoma, porém apos o
dano celular podem passar a ocupar diferentes localizagdes e consequentemente
induzir a ativacao do inflamassoma (Chen e Nunez, 2010; Schroder e Tschopp,

2010; Takeuchi e Akira, 2010).
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PRRs compreendem uma classe de receptores de membrana, o0s
receptores “Toll-like” (TLR), e duas classes de receptores citoplasmaticos, os
receptores “NOD-like” (NLR) e os receptores “retinoic acid-inducible gene I-like”
(RLRs) (Schroder e Tschopp , 2010). Os NLRs associados com outras proteinas
formam complexos citoplasmaticos, conhecidos como inflamassomas, os quais
mediam a ativacdo da caspase-1. As caspases sao produzidas nas células como
zimOgenos e precisam ser proteoliticamente processadas para sua ativacao.
Quando ativa, a caspase-1 é responsavel pela maturacédo da pro-IL1p e pro-IL18,
citocinas conhecidas como pro-inflamatérias (Shaw et al., 2011; Zambetti et al.,
2012; Wen et al., 2013; Lamkanfi et al., 2014).

Os inflamassomas mais estudados sdo: o NLRP1 (do inglés, NLR, pyrin
domain containing 1), o NLRP3 (do inglés, NLR, pyrin domain containing 3), o
NLRC4 (do inglés, NLR, CARD domain containing 4) e o AIM2 (do inglés, absent
in melanoma 2). Cada tipo de complexo molecular é capaz de reconhecer
diferentes PAMPs e DAMPs, amplificando o sinal de estresse reconhecido pelo
sistema imune (Schroder e Tschopp , 2010) (Figura 11).

Um inflamassoma tipico consiste de uma proteina NLR como proteina
reconhecedora, uma ou mais proteina adaptadora, como por exemplo a ASC (do
inglés, apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD), e uma ou
mais caspase, como molécula efetora (Neven et al., 2008; Shaw et al., 2011,
Zambetti et al., 2012; Vanaja et al., 2015). A ASC é uma molécula bipartida com
um dominio PYD e um dominio CARD. ApoOs o reconhecimento de ligantes, os
NLRs sdo ativados e expbem seus dominios efetores, CARD e PYD, os quais
através de interacbes homotipicas recrutam moléculas que também contenham

dominios CARD e PYD, aproximando-as e, consequentemente, ativando-as. Uma


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schroder%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20303873
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vez ativada, a ASC cliva a pro-caspase-1 em caspase-1, a qual ird maturar a pro-
IL1B e pro-IL18 em IL-13 e IL-18, respectivamente (Neven et al., 2008; Shaw et

al., 2011; Zambetti et al., 2012; Vanaja et al., 2015) (Figura 12).

INFLAMASSOMA NLRP1 INFLAMASSOMA NLRP3
Varios PAMPs e DAMPs:
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Figura 12. Inflamassoma NLRP3. Processamento da pro-IL-1B apds estimulo por PAMPs e

DAMPs (Fonte: adaptado de Kuiper, 2009).
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A IL-18 é capaz de promover a producédo de citocinas através das células
dendriticas; atuar sobre os linfécitos, regulando a expresséo do receptor de IL-2,
prolongando a sobrevivéncia das células T; e induzir a expressao do CD40 e seu
receptor e assim estimular a interagcédo entre células B e T (Shaw et al., 2011). A
producdo de IL-1pB é essencial para a defesa do organismo, uma vez que uma
inflamacéo ineficiente pode levar a infeccdes persistentes. Entretanto, uma
inflamacéo descontrolada também pode causar danos ao organismo, levando ao
desenvolvimento de distarbios inflamatérios crénicos e sistémicos.

O inflamassoma tem sido associado a uma variedade de doencas
autoinflamatoérias e autoimunes, bem como a distirbios neurodegenerativos, tais
como esclerose multipla e doenca de Parkinson e Alzheimer, e também doencas
metabdlicas, como aterosclerose, diabetes tipo 2 e obesidade (Lamkanfi e Dixit,

2012; Strowig et al., 2012).

2.5 ENVOLVIMENTO DO INFLAMASSOMA COM A ARTRITE REUMATOIDE E
O LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

Estudos em modelo murino mostram o envolvimento do inflamassoma na
AR. Vande Walle et al., 2014 observaram que mutacdes no A20/Tnfaip3, as quais
predispdem os camundongos ao desenvolvimento da AR, resultam em uma
ativacdo exacerbada do inflamassoma. Também foi observado no estudo que a
auséncia de uma NLRP3 funcional influencia em uma melhora da doencga. Na
artrite induzida por colageno, a inibicio do NLRP1 mostrou-se protetora ao
desenvolvimento da doenca (Li et al., 2014), enquanto uma ASC funcional é
requisito para a atividade da AR (Ippagunta et al., 2010). Em estudos com

humanos, componentes do inflamassoma NLRP3 apresentaram niveis elevados
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em células mononucleares periféricas de pacientes com AR nao tratados.
Também foram observados niveis séricos aumentados de IL-18 e pro-caspase-1
em pacientes com AR (Mathews et al., 2014).

Em sangue total de pacientes com AR em atividade, foi observada elevada
expressao basal intracelular das proteinas NLRP3, ASC, caspase-1 ativa e pro-IL-
1B. Apés o estimulo in vitro com PAMPs e DAMPs, também se observou uma
maior expressdo de NLRP3 e caspase-1 ativa, assim como uma maior secrecao
de IL-18 (Choulaki et al., 2015). Em macr6fagos de pacientes com LES, observou-
se uma producdo aumentada de IL-1B induzida por ATP. Um expresséo
aumentada também foi observada do RNAm do gene NLRP3 em macro6fagos nédo
estimulados de pacientes com LES do sexo feminino (Yang et al., 2015).

O NLRP3 e a caspase-1 também se mostraram aumentadas em biopsias
de nefrite de pacientes com LES. Acredita-se que a deposicdo de
imunocomplexos promova a ativacdo do inflamassoma, contribuindo para a
inflamacéo e entédo dano tecidual (Kahlenberg et al., 2011). Interessantemente, o
tratamento com cloroquina, amplamente usado nos pacientes com LES, mostrou
reprimir a expressao exacerbada do NLRP3 durante a progressdo da doenca
(Glinsky et al., 2008).

Camundongos caspase 17 mostraram ser resistentes ao desenvolvimento
de lupus em modelo induzido por pristano. Comparados a camundongos
selvagens, os deficientes em caspase apresentaram reducdo significativa nos
titulos de anticorpos anti-DNA de fita dupla e anti-RNP e dos niveis de IFN tipo 1
e mostraram protecdo contra a deposicdo de imunocomplexos e inflamacéao renal

(Kahlenberg et al., 2014).
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Diferentes estudos mostraram a correlacdo entre os niveis elevados de IL-
18 e IL-1p com o desenvolvimento de alteragBes renais nos pacientes com LES,
assim como com a severidade e atividade da doenca, respectivamente (Aringer e
Smolen, 2005; Favilli et al., 2009; Kahlenberg et al., 2011; Hatef et al., 2013;
Umare et al., 2014; Yao et al., 2016).

Estudos de associacdo e expressao génica tém sido realizados entre a AR
e 0 LES e componentes do inflamassoma. Polimorfismos e uma transcricdo
aumentada do gene NLRP1 foram associados ao desenvolvimento da AR e do
LES. O NLRP1, localizado no bragco curto do cromossomo 17 na regiao 13.2
(17p13.2), codifica uma proteina apoptética com um dominio de recrutamento
para caspase (CARD) e um motivo N-terminal PYD envolvido na interacdo
proteina-proteina, possivelmente com a ASC. A NLRP1 interage com caspases
inflamatorias (caspase- 1 e 5) e apoptoéticas (caspase-2, 3 e 9) (Martinon et al.,
2002) (Figura 11). Aléem da sua expressao em leucdcitos, o NLRP1 parece estar
amplamente expresso em varios tecidos epiteliais, em neurbnios e
oligodendradcitos.

Em uma populac¢do chinesa, o genoétipo G/G para o SNP rs878329 do
NLRP1 mostrou ser um fator de risco para o desenvolvimento para a AR
(OR=2,38). Pacientes com esse genotipo mostraram maiores niveis de RNAm do
gue individuos com o gendétipo C/C (Sui et al., 2012). Pontillo et al. (2012) em uma
populacdo brasileira, associou a variante rs2670660, localizada na regiao
promotora, e o haplétipo rs12150220-rs2670660 A-G do gene NLRP1 ao LES e
em particular com a ocorréncia de nefrite, artrite e lesdes cutaneas. Esses
mesmos polimorfismos mostraram aumentar a producdo de IL-1B a partir de

monaocitos no estudo de Levandowski et al. (2013).
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O NLRP3, localizado no braco longo do cromossomo 1 (1g44), € expresso
em baixas quantidades nas células apresentadoras de antigenos, tais como
macréfagos e células dendriticas. Um aumento na expressdo do NLRP3 mediado
pela ativacao do fator de transcricdo NF-kB e uma alteracéo na estrutura e funcao
da proteina séo criticos para a ativacdo desse inflamassoma (Bauernfeind et al.,
2009). A combinacédo entre os polimorfismos Q750K (rs35829419 C>A) do gene
NLRP3 e o C10X (rs2043211 A>T) no CARD8 mostrou estar associada tanto a
susceptibilidade como a severidade da AR. Essa combinacdo de polimorfismos
mostrou causar um atraso na apoptose dos neutrdfilos (Blomgran et al., 2012). A
mutacdo C10X isoladamente mostrou correlacdo com a atividade inflamatéria da
AR em pacientes suicos (Kastbom et al., 2008), ja a presenca isolada do alelo
menos frequente do polimorfismo Q750K do gene NLRP3 mostrou-se associada
com o aumento do risco de acidente vascular cerebral/ataque isquémico
transiente (OR 2,01) (Kastbom et al., 2015). O polimorfimos C10X no gene
CARD8 também mostrou associacdo com o desenvolvimento do LES em
pacientes do sexo masculino em Taiwan (Yang et al., 2015).

O polimorfimos C10X introduz um cddon de parada prematuro, resultando
na producdo de uma proteina truncada (Bagnall et al., 2008). Apesar do papel da
CARDS8 ainda néo estar claro, propdem-se que atue como regulacdo negativa da
ativacdo do NLRP3 através da interacdo fisica com a caspase-1. Como
consequéncia da variante C10X, a proteina CARDS8 né&o realiza sua funcao de
regulacdo negativa de maneira correta, acarretando uma maior secrecao de IL-1p3
(Roberts et al., 2010).

O papel dos polimorfismos nos genes das citocinas ativadas pelo

inflamassoma também foi avaliado em diversos estudos. Variantes nos genes da
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IL-18 e IL-1B mostraram associacdo com o0 risco ao LES em diferentes
populagcbes (Camargo et al., 2004; Wang et al., 2013; Wen et al., 2014). Sanchez
et al., 2009 selecionou nove SNPs no gene IL-18 e observou a associagédo da
variante rs360719 (T>C) com a susceptibilidade ao LES. O alelo de risco C
mostrou associacdo com um aumento significativo na expressdo de RNAm da IL-
18. Esse polimorfismo elimina o sitio de ligacdo para o fator transcricional OCT-1,
o qual tem papel regulador na expressdo de diversos genes, inclusive de
citocinas.

Polimorfismos nos genes do inflamassoma também foram associados a
outras doencgas inflamatorias cronicas, tais como Psoriase (Carlstrom et al.,
2012), Doenca de Crohn (Schoultz et al., 2009; Roberts et al., 2010), Doenca
Celiaca (Pontillo et al., 2011), Diabetes Tipo 1 (Magitta et al., 2009; Pontillo et al.,
2010) e Vitiligo (Levandowski et al., 2013).

Com a hipétese de que alteracdes na ativacdo do inflamassoma possam
contribuir com o desenvolvimento da AR e do LES, o presente estudo abordou
dois pontos: a associacdo de polimorfismos nos principais genes do inflamassoma
com a susceptibilidade a AR e ao LES e suas manifestacdes clinicas, assim como
a expressao génica do inflamassoma nos mondécitos de pacientes com AR e

pacientes com LES.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o papel do inflamassoma no desenvolvimento da Artrite

Reumatoide e do Lupus Eritematoso Sistémico

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Investigar a possivel associacdo de polimorfismos dos genes NLRP1, NLRP3,
NLRC4, AIM2, CARD8, CASP1, IL1B e IL18 com a susceptibilidade a AR e ao

LES.

2 Investigar a possivel associacao de polimorfismos dos genes NLRP1, NLRP3,
NLRC4, AIM2, CARDS8, CASP1, IL1B e IL18 com a producdo de Fator
Reumatoide e a presenca de erosdes 0sseas; e com a atividade da doenca e com
grau de comprometimento funcional nos pacientes com AR, mensurados pelos

indices clinos DAS28 e HAQ, respectivamente.

3 Investigar a possivel associacao de polimorfismos dos genes NLRP1, NLRP3,
NLRC4, AIM2, CARDS8, CASP1, IL1B e IL18 com as principais manifestacdes

clinicas do LES.

4 Avaliar a expressado dos principais genes do inflamassoma em mondcitos de

pacientes com AR e com LES nao estimulados e estimulados in vitro.



65

4 CAPITULO |

Artigo submetido no Periddico Journal of Molecular Medicine (Fator de impacto:
4.855, Qualis Al).

Titulo do artigo:
Inflammassome component influence upon Rheumathoid Arthritis’

development

Autores:

Catarina Addobbati Jorddo Cavalcanti'?, Heidi Lacerda Alves da Cruz? José
Eduardo Adelino?, Amanda Luize Melo Tavares Ramos?, Thiago Sotero Fragoso®,
Alexandre Domingues®, Laurindo Ferreira da Rocha Junior®, Angela Luiza Branco
Pinto Duarte?, René Donizeti Ribeiro Oliveira®>, Paulo Louzada-Junior°, Eduardo
Antdnio Donadi®, Alessandra Pontillo®, Jaqueline de Azevédo Silva?, Sergio
Crovella*?, Paula Sandrin-Garcia?.

Afiliacao:

1. Departamento de Genética, Universidade Federal de Pernambuco, Recife,
Pernambuco, Brasil.

2. Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), Universidade Federal
de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

3. Servigco de Reumatologia, Hospital das Clinicas, Universidade Federal de
Alagoas, Maceid, Alagoas, Brasil.

4. Divisdo de Reumatologia, Hospital das Clinicas, Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

5. Divisdo de Imunologia Clinica, Departamento de Medicina, Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, S&o
Paulo, Brasil.

6. Laboratério de Imunogenética, Departamento de Imunologia, Instituto de

Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, Sao Paulo, Brasil.



66

INFLAMMASSOME COMPONENT INFLUENCE
UPON RHEUMATHOID ARTHRITIS’ DEVELOPMENT

Authors

Catarina Addobbati Jorddo Cavalcanti? Heidi Lacerda Alves da Cruz?, José Eduardo
Adelino?, Amanda Luize Melo Tavares Ramos®, Thiago Sotero Fragoso®, Alexandre
Domingues®, Laurindo Ferreira da Rocha Junior’, Angela Luiza Branco Pinto Duarte”,
René Donizeti Ribeiro Oliveira®, Paulo Louzada-Jinior’, Eduardo Antonio Donadi’,
Alessandra Pontillo®, Jaqueline de Azevédo Silva?, Sergio Crovella? and Paula Sandrin-
Garcia'?.

Affiliation
' Department of Genetics, Federal University of Pernambuco, Recife, Pernambuco,

Brazil.

Laboratory of Immunopathology Keizo Asami (LIKA), Federal University of

Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

Rheumatology Service, Clinical Hospital, Federal University of Alagoas, Macei0,

Alagoas, Brazil.

Rheumatology Division, Clinical Hospital, Federal University of Pernambuco,

Recife, Pernambuco, Brazil.

Clinical Immunology Division, Department of Medicine, Medicine Faculty of

Ribeirdo Preto, University of S&o Paulo, Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Brazil.

Laboratory of Immunognetics, Department of Immunology, Institute of Biomedical

Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil.

Corresponding author:

Paula Sandrin-Garcia

Department of Genetics, Federal University of Pernambuco.

Av. Moraes Rego, 1235, Recife/ Brazil CEP 50760-901, Telephone / Fax 55 8121268522.
Email: paulasandrin27@gmail.com

SHORT RUNNING FOOTLINE: RA AND INFLAMMASOME



67

ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is an inflammatory and autoimmune disease characterized by
joint commitment with exacerbated IL-1B production. The genetic component has pivotal
role in RA etiology with several genes contributing to immune balance breakdown. IL-1p
secretion is induced by the activation of inflammasomes, which are multiprotein
complexes capable of promoting processing and maturation of IL-1p. Polymorphisms and
differential expression of inflammasome have been associated with inflammatory diseases,
such as Systemic Lupus Erythematosus and hereditary periodic fever, as well as RA. In the
present study, we analyzed 13 single nucleotide polymorphisms within 6 inflammasome
genes (NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2, CARDS8, CASP1) as well as IL1B and 1L18 genes
in two different Brazilian populations (from Northeast and Southeast Brazil). We also
evaluated inflammasome genes expression profile in resting and LPS+ATP-treated
monocytes from RA patients and healthy individuals. For genetic association study, 218
patients and 307 healthy controls were genotyped. For gene expression study,
inflammasome genes mMRNA levels of 12 patients and 10 healthy individuals were assessed
by gPCR. Our results showed that rs10754558 NLRP3 and rs2043211 CARDS8
polymorphisms are associated with RA development (p-value=0.044, OR=1.772, statistical
power=0.999) and severity measured by HAQ (Health assessment questionnaire) (p-
value=0.03), respectively. Gene expression analyses showed that RA patients display a
chronic activation of CASP1, IL1B and IL1R genes independently of LPS+ATP activation.
In LPS+ATP-treated monocytes, NLRP3 and NLRC4 expression was also significantly
higher in patients compared with controls. Our results, the first reported in Brazilian
populations, support the role of inflammasome in the development of RA.

Key words: Inflammasome, Rheumatoid Arthritis, SNPs, Autoimmunity and Monocytes.
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INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is a complex and chronic inflammatory disease
associated with progressive joint destruction, disabling and systemic complications. It is
characterized by proliferation of synovial tissue, autoantibody production and systemic
alterations such as cardiovascular, pulmonary and dermatological [1,2]. RA is a disorder
with an important sex bias, substantially more affecting women from 30-50 years old [2,3].
Even though RA etiology remains unclear, it depends upon the interaction between genetic
and environmental factors. The genetic component has a pivotal role in RA etiology with
several genes contributing in disease’s triggering [2,4]. The majority of genetic variations
associated with RA development are within immune response—related genes, with the
Human Leukocyte Antigen (HLA) variants being the most well-known genetic risk factors
[4].

The pathogenesis of RA encompasses abnormal innate and adaptive immune
responses, being Tumor Necrosis Factor and interleukin (IL)-6 the main proinflammatory
cytokines involved in RA pathogenesis [5,6]. High levels of IL-1p, secreted by monocytes,
macrophages and dendritic cells, have also been involved in RA, revealing an important
role in bone resorption and cartilage destruction [7]. Indeed, the therapeutic inhibition of
IL-1 reduces signs and symptoms of RA as well as radiological damage. Animal models of
RA, such as collagen-induced arthritis and antigen-induced arthritis, also respond to IL-1
inhibition [8,9], underlining the importance of this cytokine in disease’s development.

IL-1B secretion is induced by the activation of inflammasomes, which are
multiprotein complexes capable of promoting the processing and maturation of IL-1p.
Assembly of inflammasomes depends upon the activation of intracellular receptors

belonging to Nod Like Receptors and PHIN Receptors families, such as NLRP1, NLRP3,
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NLRC4 and AIMZ2, the adaptor molecule ASC and the effector protein caspase-1. When
sensing pathogen-associated molecular pattern (PAMPS) or danger-associated molecular
pattern (DAMPS), the intracellular receptors recruit the adaptor protein ASC, which
triggers the cleavage of procaspase-1 into caspase-1. Activated caspase-1 processes pro-IL-
1B and pro-1L-18 cytokines into their mature and secreted form. Inflammasome activation
is strictly regulated by transcriptional mechanisms (i.e.. NF-kB dependent transcription of
NLRP3, AIM2, IL1B), post-transductional modifications (i.e.: ubiquitinization,
nitrosilation), as well as by endogenous proteins, such as CARDS8, which specifically
inhibit NLRP3-inflammasome activation. Pro-IL-1p production is dependent on NF-kB
role, being the cytokine secretion a two-stage process [10-12].

Mutations in inflammasome genes may cause rare autoinflammatory disorders
characterized by constitutively elevated level of IL-1B contributing to the systemic
inflammatory presentation [13]. Polymorphisms in inflammasome genes have been
associated to more common chronic inflammatory disorders, such as Systemic Lupus
Erythematosus [14], Psoriasis [15], Crohn’s disease [16,17], Celiac disease [18,19], Type 1
Diabetes [18,20] and Vitiligo [21]. Previous studies reported the association between
NLRP3 and/or CARD8 and RA in different populations [22-27], and despite their
heterogeneity, the results pointed out a major role of NLRP3-inflammasome dysregulation
in RA pathogenesis.

Herein, we first performed in Brazilian populations a genetic association study to
assess inflammasome and also IL1B and I1L18 gene polymorphisms and the susceptibility
to RA and its clinical manifestations. Moreover we analyzed inflammasome components
genes as well as IL1B and IL1R expression profile in peripheral blood derived monocytes

from RA subjects with and without inflammasome activation in vitro.
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MATERIAL AND METHODS
Genotyping study
Subjects

For this study, a total of 218 RA patients and 307 healthy individuals, all from
Brazil, were enrolled. The Northeastern sample comprised 128 patients (mean age
51.3£11.7 years; mean age at diagnosis 42.1 + 11.7 years; 122 females and 6 males) and
149 healthy individuals (mean age 39.2 + 14.2 years; 122 females and 27 males) from the
state of Pernambuco, Northeastern Brazil. The Southeast sample comprised 90 patients
(mean age 55.7 £ 10.8 years; mean age at diagnosis 44.8 + 13.2 years; 83 females and 7
males) and 158 healthy controls (mean age 37.4 = 11.3 years; 76 females and 82 males)
from state of S&o Paulo, Southeast Brazil. Patients from Northeastern Brazil were under
care of the Division of Rheumatology of Hospital das Clinicas from Federal University of
Pernambuco, whereas patients from Southeast Brazil were recruited from Division of
Clinical Immunology of University Hospital of the School of Medicine of Ribeirdo Preto,
University of Sdo Paulo. All RA patients were diagnosed according to the American
College of Rheumatology (ACR) criteria [28]; control individuals were healthy blood
donors without previous family history of autoimmune diseases, as reported in appropriate
questionnaire. The patients were evaluated for the presence of Rheumatoid Factor and
bone erosions. DAS28 (Disease activity score in 28 joints) [29] and HAQ (Health
assessment questionnaire) [30,31] were applied to patients as a measurement of disease
activity and functional disability, respectively.

Aiming to maintain a good statistical power, and also to report the results as from
the Brazilian population as a whole, we joined the two groups into one, and then correct
the analysis by geographical origin and demographic data. The Demographic and clinical

features from all assessed RA patients and controls are shown in Supplementary data 1.
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All procedures involving human participants were in accordance with the 1964
Helsinki declaration and its later amendments or comparable ethical standards. All the
participants provided a written informed consent approved by the local Research Ethics
Committee (Southeast: HCRP 2981/2009 and Northeast: CAAE 03065312.3.0000.5208).
DNA isolation

Genomic DNA was isolated from whole blood samples, using DNA Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega, USA) according manufacturer’s protocol or
using a salting out method [32].

SNPs selection and genotyping

Thirteen SNPs within IL1B, IL18, NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2, CARDS8 and
CASP1 genes were selected according to previously reported association studies [18,19]
and/or their functional effect on protein activity [16,33] or mRNA stability [34]. More
details about all assessed SNPs are reported in Supplementary data 2.

SNPs genotyping was performed using fluorogenic allele specific probes (Tagman
Probes, Applied Biosystems, USA) on an ABI7500 sequence detection system (Applied
Biosystems, USA).

Statistical analysis

Genotype distribution was compared for Hardy—Weinberg (HW) equilibrium using
Genotype Transposer [35]. At a first sight, considering RA patients and controls
independently of their geographical origin, the allele and genotype frequencies of controls
and RA patients were compared using chi-square test. Binary logistic regression was used
to confirm the association between the polymorphisms and RA, adjusting for origin of
sample and gender. Bonferroni’s correction for multiple comparisons was applied (pBonf =
observed p-value x N, N = number of studied polymorphisms within the same gene). The

possible association of the assessed polymorphisms with DAS28 and HAQ in RA patients
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was analyzed using the Likelihood ratio test. The significance level was set at 0=0.05 (two
tailed). All statistical analyses were performed with SPSS 16.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL).
The eventual presence of linkage disequilibrium (LD) between polymorphisms within the
same gene and the association of haplotypes with RA susceptibility were evaluated by
using the online software SNPStats [36]. The power was verified using G*Power software
3.1.9.2 [37].

Inflammasome genes expression profile in peripheral blood monocytes

Heparinized whole blood samples were obtained from twelve post-menopausal RA
female patients (mean age 50.42+13.91 years) and ten healthy post-menopausal female
controls (HC) (mean age 57.5+8.14 years) from metropolitan area of state of Pernambuco.
None of patients nor controls had received systemic treatment recently, as corticosteroids
drugs. To evaluate the correlation of inflammasome mRNA levels and RA activity,
measured by DAS28, patients were stratified as high disease activity (DAS28 > 5.1),
moderate disease activity (3.2 < DAS28 < 5.1), low disease activity (2.6 < DAS28 < 3.2)
or disease in remission (DAS28 < 2.6) [30,31].

Peripheral blood monocytes were isolated by adherence from PBMCs obtained by
centrifugation over Ficoll-Paque (Sigma-Aldrich, USA) gradient. An amount of 5 x 10°
PBMCs/well was cultured in RPMI 1640 containing 10% fetal bovine serum in 24-wells
microplate (Invitrogen, Life Technology, USA). For this assay, we performed biological
replicates. Monocytes were stimulated with 1 pg/ml lipopolysaccharide (LPS; Sigma-
Aldrich) for 4 hours and 1mM adenosine triphosphate (ATP; Sigma-Aldrich) for 15°. After
incubation supernatants were collected for cytokines measurement and cells were lysed for
MRNA isolation and gene expression analysis. Monocytes RNA isolation was performed
using the RNAqueous micro kit (Ambion, Life Technologies, USA), following the

manufacturer’s instructions. The RNA samples were stored at -80°C until used and RNA
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integrity analysis was performed by gel electrophoresis and quantification by Nanodrop
2000 (Thermo Scientific, USA). cDNA synthesis was performed with SuperScript Il First-
Strand Synthesis System for RT-PCR kit (Invitrogen, Life Technology, USA).

The major inflammasome genes, NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2, ASC/PYCARD
and CASP1, and IL1B and IL1R genes were amplified with specific TagMan Gene
Expression Assays using the ABI 7500 SDS platform (Applied Biosystems, USA).
GAPDH was the reference gene used for normalization. Relative quantitative expression
was calculated comparing RA and healthy individuals cells (Fold change (FC) = RA 2°
ACYHC 27299 following the indications by Schmittgen and Livak, 2008 [38]. Student's t-
Test was applied to compare different groups.

IL-1p measurement

The IL-1B secreted by monocytes was measured with ELISA kit (R&D systems,
USA) following manufacturer’s protocols and results were expressed in picograms per
milliliter. One-way ANOVA test with Bonferroni post-test was applied to compare IL-1p

secretion in RA and healthy controls cells as well as stimulated and resting cells.

RESULTS
Genetic association study

Genotype distributions were in Hardy—Weinberg equilibrium for the assessed SNPs
with exception of NLRP3 rs35829419 and IL1B rs1143643 SNPs in the controls (p-
value=0.0001 and 0.0419, respectively). No association was observed among
polymorphisms within NLRP1, NLRC4, AIM2, CASP1, IL1B and IL18 genes and RA in
studied population. Genotype and allele frequencies are shown in Table 1.

Considering RA patients and controls independently of their geographical origin, it

showed a significant association between the NLRP3 rs10754558 SNP [C>G] and RA
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susceptibility with a statistical power=0.999. The C allele and C/C genotype were
significantly more frequent in patients than in controls (67% vs 56%, p-value=0.005,
OR=1.59, 95%CI=1.23-2.05; and 47% vs 32%, p-value=0.0036, OR=2.23, 95%CI=1.32-
3.75, respectively). After applying Bonferroni’s correction, the association remained
statistically significant (pBonf=0.01 and 0.007, respectively).

When we performed a binary logistic regression adjusting for gender and
geographical origin of sample, the association of C/C genotype for NLRP3 rs10754558
SNP with susceptibility to RA remained statistically significant (p-value=0.044, OR=1.77,
95%CI=1.23-3.09) (Table 1), suggesting that the association is not affected by gender or
origin.

The association of the studied SNPs with Rheumatoid Factor production and bone
erosions development was also evaluated and no significant association was observed (data
not shown).

When we assessed the influence of the studied polymorphisms on disease activity
(DAS28) and patient’s functional disability (HAQ), the association between CARDS
rs2043211 SNP [A>T] and a higher mean for HAQ was observed. Patients
homozygous for T allele presented a higher functional disability (HAQ mean=2.13 £ 0.20)
when compared to homozygous for A allele (HAQ mean=1.32 + 0.11) and heterozygous
patients (HAQ mean=1.41+ 0.10). This association was observed in both codominant (p-
value = 0.03, Akaike Information Criterion (AIC) = 309.2) and recessive model (p-value =
0.01, AIC = 307.5) (Table 2).

Linkage disequilibrium was found for polymorphisms rs12150220 [A>T] and
rs2670660 [A>G] within NLRP1 (D’=87), rs455060 [A>G] and rs212713 [T>C] within

NLRC4 (D’=0.94) and also for polymorphisms rs1143643 [C>T] and rs1143634 [G>A] in
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IL1B gene (D’=0.82). However, the observed haplotypes were not differentially distributed
between RA patients and healthy individuals (Data not shown).
Inflammasome expression analyses

We evaluated the expression of major inflammasome genes (NLRP1, NLRP3,
NLRC4, AIM2, ASC and CASP1) and of IL-1p cytokine and its receptor genes (IL1B and
IL1R) in non-stimulated/resting and LPS+ATP-stimulated monocytes from twelve RA
patients and ten healthy controls. First, basal as well as LPS+ATP-stimulated expression
was evaluated comparing RA patients with controls. We found a statistical significant
increase in the basal expression of CASP1 (+499.02-fold, p-value=0.01), IL1B (+2.976-
fold, p-value=0.003) and IL1R (+216.6-fold, p-value=0.013) genes in untreated monocytes
from RA patients when compared with untreated monocytes from healthy individuals
(Figure 1A). In LPS+ATP-treated monocytes, NLRP3 (+14.5-fold, p-value=0.002), NLRC4
(+53.88-fold, p-value=0.04), CASP1 (+19.1-fold, p-value=0.004), IL1B (+19.7-fold, p-
value=0.004) and IL1R (+14.1-fold, p-value=0.007) genes were statistical significantly
upregulated in monocytes from RA patients compared to monocytes from control
individuals (Figure 1B).

LPS+ATP induced IL-1 secretion in monocytes from RA (LPS+ATP versus ATP:
p=0.007; LPS+ATP versus Resting: p=0.006) as well as from healthy individuals
(LPS+ATP versus ATP: p=0.002; LPS+ATP versus Resting, p=0.006). The stimulation
with LPS induced a small increase in IL-1B secretion in controls, however a greater
augmentation was observed in LPS+ATP cells. In RA cells, LPS as well LPS+ATP were
able to induce a similar increment in IL-1p secretion.

IL-1PB secretion was incremented in RA patients compared to controls in resting
(mean=6.12+10.8 vs. 2.13+2.98pg/ml), +ATP (12.6£19.1 vs. 2.65+3.26pg/ml), +LPS

(124.2+129.7 vs. 16.12+8.8pg/ml) and in LPS+ATP cells (287.75+£175.63 vs.
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273.7+174pg/ml, respectively). However, no statistical significance was observed between
RA and healthy individuals (Figure 2).

When we evaluated the correlation of inflammasome components and IL1B and
IL18 mRNA levels with RA activity, measured by DAS28, no statistical significance was

observed (Data not show).

DISCUSSION

In the last years, substantial information has emerged connecting deregulated
inflammasome signaling to inflammatory diseases. In this study we evidenced for the first
time the association between SNPs in inflammasome genes and RA development in the
Brazilian population. In addition, we demonstrated a dysregulated expression of some
inflammasome components as well as IL-1B cytokine and its receptor genes (IL1B and
IL1R) in RA patients.

The NLRP3 rs10754558 [C>G] C allele seems to confer an augmented risk for the
development of RA when in homozygosis (OR=1.77) with a power up to 99.9%; the
moderate value of OR suggest that being RA a multifactorial trait NLRP3 SNP gives a
partial contribution to diseases susceptibility. This SNP is located within the 3’UTR of
NLRP3 gene and according to the PolymiRTS Database 2.0
(http://compbio.uthsc.edu/miRSNP/) its occurrence affects the binding of miRNAs. In
presence of G allele, there is a binding site for miR-3529-3p and miR-549a, while the C
allele abrogates such site, but gives rise to a binding site for miR-146a-5p, miR-146b-5p,
miR-589-5p and miR-7153-5p. If and how rs10754558 SNP interferes with the binding of
these miRNAs in vivo remains to be further elucidated. According to Hitomi et al., 2009,
functional analyses of NLRP3 rs10754558 SNP showed that allele G influences higher

NLRP3 expression (1.4-fold) by altering mRNA stability [34]. The eventual effect of this
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1.4-fold increasing in NLRP3 expression on the inflammasome activation has not been
investigated. The C allele was also associated to Type 1 Diabetes Mellitus susceptibility
[18] and to Systemic Lupus Erythematosus development (personal communication,
manuscript submitted), suggesting a role of this polymorphism in autoimmunity
development.

When considering inflammasome SNPs in RA clinical manifestations we observed
the association between CARDS8 rs2043211 SNP [A>T] (p.C10X) and disease’s severity.
Patients homozygous for T allele presented a higher functional disability measured by
HAQ. CARDS interacts physically with caspase-1 and negatively regulates caspase-1-
dependent IL-1p expression and nuclear factor NFkB activation [39-42]. The rs2043211
polymorphism introduces a premature stop codon (Cys>Stop), which results in the
expression of a severely truncated protein [43]. The exact role of CARDS8 in
inflammasome biology is still unclear. It has been proposed that CARDS8 acts as a
modulator of NLRP3 activation or it exerts an inflammasome independent role, as NF-kB
inductor [44]. CARD8 C10X variation leads to an increased secretion of I1L-1p, especially
in combination with NLRP3 Q705K [16]. Moreover this variation was associated to an
increased induction of NFxB activity and its translocation to the nucleus [45], which leads
to high constitutive levels of pro-IL-1B and tumor necrosis factor o, mediators of
inflammation in RA [46]. Furthermore, NF-kB has been reported to contribute to the
proliferation of synovial cells and, consequently, to bone and cartilage destruction [47,48].

Kastbom et al., 2010 [27] and Fontalba et al., 2007 [45] also described an
association between CARDS8 p.C10X polymorphism and RA severity in Swedish and
Spanish patients, respectively. Differently from our study, both studies assessed RA
severity through cumulative amount DAS28 over 2 years, while we have chosen to

measure the severity of the disease by the HAQ due to the fluctuation of the DAS28 during
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the course of the disease. However, our study corroborates the involvement of CARDS8
p.C10X polymorphism in RA severity and then its possible use as a genetic prognostic
marker for RA.

The combination between the minor alleles for NLRP3 rs35829419 (Q705K) and
CARDS8 rs2043211 (p.C10X) polymorphisms was described as associated with delayed
apoptosis of neutrophils [49] and RA susceptibility and severity [22]. However, it was not
possible to confirm this association in our population, as the NLRP3 A/A genotype was not
found in our patients group. When we tested the combination between the other genotypes
for those polymorphisms, no significant association was observed.

Moreover, our results corroborate the findings from Garcia-Bermudez et al., 2013
[26], Hamad et al., 2011 [24] and Kastbom et al., 2010 [27], which demonstrated the lack
of association of CARDS8 rs2043211 with RA susceptibility when individually analyzed in
Spanish, French, Tunisian and Swedish populations. Despite the association between the
rs2043211 SNP and RA severity, this SNP was not associated to bone erosions and
rheumatoid factor in our population.

When we assessed the gene expression profile for RA patients, we found a
statistical significant upregulation of CASP1, IL1B and IL1R genes in untreated monocytes
from RA patients when compared with healthy individuals. This result suggests that RA
patients are characterized by a chronic expression of CASP1, IL1B and IL1R genes. In
LPS+ATP-treated monocytes from RA patients, the same genes were upregulated but
accompanied by NLRP3 and NLRC4 genes. This increased expression of CASP1, IL1B and
ILIR in stimulated monocytes from patients may be consequence of the previous
upregulation in resting monocytes. The observed augmented expression of NLRP3 and
NLRC4 genes in patients after stimulus prompt us to hypothesize that NLRP3 and NLRC4

transcription are dysregulated in RA patients, contributing to the establishment of the
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exacerbated inflammation observed in the disease. When we compared the genes
expression between patients with disease in remission and patients with high disease
activity, no statistical difference was observed, suggesting that the treatment of patients is
efficient to control the disease symptoms but may be not able to control the deregulation of
inflammasome.

Being aware that other mechanisms may influence upon IL-1p production overall,
the observed differences in inflammasome components and IL-1fB and its receptor genes
expression between patients and healthy controls are accompanied by IL-1p secretion ex
vivo monocytes. In all studied conditions, the RA monocytes secreted higher amounts of
IL-1B. Basal secretion of IL-1p in RA monocytes was higher compared to healthy ones,
indicating a constitutive secretion of pro-inflammatory cytokine.

The exact mechanisms responsible for the production and secretion of IL-1p remain
unclear, but two signals are traditionally required. The first signal, in our case LPS, induces
the transcription of pro-IL-1B and inflammasome subunits; the second signal promotes
rapid activation of caspase-1 and then secretion of mature IL-13 [50,51]. This second
signal is provided by reduction of intracellular K+ generated by ATP stimulus. Of note in
both LPS-stimulated and ATP-stimulated RA monocyte, the signals individually are
sufficient to induce an augment of IL-1B secretion, without the common first or second
signal mediation (Figure 3), suggesting an inflammasome complex more prone to
activation in RA monocytes than in healthy ones.

Mathews et al., 2014 [23] also showed a higher NLRP3 and CASP1 expression in
RA patients. However, in this study, the gene expression was characterized directly in
peripheral blood mononuclear cells of patients. Thereby, the upregulation of these
inflammasome components could be due to the abundant release of DAMPs upon tissue

damage, typical in RA pathogenesis [52-54]. Differently, our study evaluated the
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inflammasome genes expression in RA and control individual’s monocytes under the same
conditions, proving indeed the dysregulated transcription of these inflammasome
components.

The importance of NLRP3 in RA pathogenesis is confirmed by the findings of
increased NLRP3 mRNA in the synovium of RA patients compared to individuals
suffering from non-autoimmune osteoarthritis [25]. The NLRP3-inflammasome was
described as activator of both apoptic and pyroptotic cell death [55]. Therefore, besides the
excessive IL-1B secretion, the deregulated activation of this complex may exacerbate the
cell death, contributing to the inflammatory process and its maintenance in RA disease.

In conclusion, herein, we provide enough data to infer that CASP1, IL1B and IL1R
are chronically activated in RA patients as well as NLRP3 and NLRC4 genes are
dysregulated transcript upon stimulus. We also demonstrated that NLRP3 and CARDS8
polymorphisms are associated to RA susceptibility and severity in our studied populations.

These results are useful to help understanding the role of inflamassome complex in RA.
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KEY MESSAGES
e NLRP3 polymorphism is associated to RA susceptibility
e CARDS8 polymorphism is associated to RA severity and may be used as a genetic
prognostic marker for RA.
e CASP1, IL1B and IL1R genes are chronically activated in RA patients as well as

NLRP3 and NLRC4 genes are dysregulated transcript upon stimulus.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. NLRP3, NLRP1, AIM2, CASP1, NLRC4, IL1B, IL1R and PYCARD genes
expression in RA patients compared with healthy controls (HC). The results were
normalized to GAPDH expression. Target genes expression in healthy controls was
normalized to 1 (not reported in the graph) and Fold Change (FC) is reported as RA 2/-
deltaCT/ HC 2"-deltaCT. A. Expression in non-stimulated monocytes. B. Expression in

LPS+ATP-stimulated monocytes. * p-value < 0.05.

Figure 2. IL-1p secretion in healthy controls (HC) and RA patients in non-stimulated
monocytes (R); ATP-stimulated monocytes (ATP); LPS-stimulated monocytes (LPS); and

LPS+ATP-stimulated monocytes (LPS+ATP). *p < 0.05.
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Table 1. Allele and genotype frequencies from RA patients and controls.

Table 2. Association between CARDS rs2043211 SNP and a higher functional disability.
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SUPPLEMENTARY DATA
Supplementary data 1. Clinical features from RA patients and healthy controls.

Supplementary data 2. Polymorphisms genotyped in the inflamassome genes.
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Figure 1. NLRP3, NLRP1, AIM2, CASP1, NLRC4, IL1B, IL1IR and PYCARD genes
expression in RA patients compared with healthy controls (HC). The results were
normalized to GAPDH expression. Target genes expression in healthy controls was
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LPS+ATP-stimulated monocytes (LPS+ATP). *p < 0.05.
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Controls RA p OR 95%CI Controls RA p OR 95%CI

SNPs n (%) n (%) SNPs n (%) n (%)
NLRP1 rs12150220 CASP1 rs572687
A 383 (66) 288 (67) 1 G 493 (82) 359 (82) 1
T 201 (34) 144 (33) 0.77 0.95 0.73-1.24 A 109 (18) 77 (18) 0.92 0.97 0.7-1.34
AA 132 (45) 96 (44) 1 GG 200 (66) 148 (68) 1
AT 119 (41) 96 (44) 0.66 1.11 0.75-1.64 GA 93 (31) 63 (29) 0.72 0.92 0.61-1.37
TT 41 (14) 24 (12) 0.54 0.8 0.46-1.42 AA 8(3) 7(3) 0.96 1.18 0.42-3.33
NLRP1 rs2670660 IL1B rs1143643
A 346 (58) 231 (55) 1 C 390 (65) 307 (71) 1
G 248 (42) 187 (45) 0.38 1.13 0.88-145 T 214 (35) 127 (29) 0.05 0.75 0.57-0.99
AA 97 (33) 62 (30) 1 CcC 134 (44) 111 (51)
AG 152 (51) 107 (51) 0.71 11 0.72-1.68 CT 122 (41) 85 (39) 0.39 0.84 0.57-1.24
GG 48 (16) 40 (19) 0.39 13 0.77-221 TT 46 (15) 21 (10) 0.05 0.55 0.29-1.01
NLRP3 rs35829419 IL1B rs1143634
c 585 (96) 427 (98) 1 G 489 (81) 347 (80) 1
A 23 (4) 9(2) 0.16 0.54 0.25-1.17 A 115 (19) 85 (20) 0.86 1.04 0.76-1.42
CC 284 (93) 209 (96) 1 GG 198 (65) 144 (67) 1
CA 17 (6) 9(4) 0.56 0.72 0.28-1.75 GA 93 (31) 59 (27) 0.56 0.87 0.58-1.31
AA 3(1) 0 (0) 0.37 ND ND AA 11 (4) 13 (6) 0.35 1.63 0.71-3.73
NLRP3 rs10754558 I1L18 rs1946519
G 269 (44) 144 (33) 1 C 165 (57) 237 (54) 1
c 339 (56) 288 (67) 0.005% 1.59 1.23-2.05 A 125 (43) 199 (46) 0.54 11 0.81-1.51
GG 62 (20) 29 (13) 1 CcC 51 (35) 66 (30) 1
GC 145 (48) 86 (40) 0.43 1.27 0.38-0.85 AC 63 (44) 105 (48) 0.33 1.29 0.77-2.14
CC 97 (32) 101 (47)  0.0036"° 2.23 1.32-3.75 AA 31 (21) 47 (22) 0.66 1.17 0.63-2.19
AIM2 rs35130877 NLRC4 rs212713
T 614 (100) 436 (100) 1 T 324 (53) 234 (54) 1
G 0 (0) 0 (0) ND ND ND C 290 (47) 200 (46) 0.75 0.95 0.74-1.23
TT 307 (100) 218 (100) 1 TT 84 (27) 63 (29) 1
TG 0 (0) 0 (0) ND ND ND CT 156 (51) 108 (50) 0.75 0.92 0.60-1.42
GG 0 (0) 0 (0) ND ND ND CcC 67 (22) 46 (21) 0.8 0.92 0.54-1.55
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AIM2 rs2276405
C

T

CcC

CT

TT

CARDS rs2043211
A

T

AA

AT

T

597 (98)
11(2)
293 (96)
11 (4)
0(0)

434 (72)
168 (28)
157 (52)
120 (40)
24 (8)

431 (99)
5(1)
213 (98)
5(2)
0(0)

300 (69)
136 (31)
99 (45)
102 (47)
17 (8)

0.55

0.54

ND

0.28

0.13
0.87

1
0.63
1
0.63
ND

1
1.17
1
1.35
1.12

0.22-1.83

0.17-1.99

ND

0.89-1.53

0.94-1.94
0.57-2.2

NLRC4 rs455060
A

G

AA

AG

GG

403 (66)
211 (34)
138 (45)
127 (41)
42 (14)

271 (62)
163 (38) 0.32
87 (40)
97 (45) 0.37
33 (15) 0.49

1.15

1.21
1.25

0.89-1.48

0.82-1.79
0.73-2.12

RA, Rheumatoid Arthritis; p, Chi-square test p-value; OR, Odds Ratio; Cl, Confidence Interval; ND, Not Determined; *p-value after Bonferroni correction = 0.01; °p-value after
Bonferroni correction = 0.007; “Binary Logistic Regression, adjusted by sex and origin of sample: p=0.044, OR=1.77, 95%CI|=1.23-3.09.

* Due to technical issues, only 145 healthy individuals were genotyped for SNP rs1946519.
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Table 2. Association between CARD8 rs2043211 SNP and a higher functional disability.

Codominant N HAQ mean+  Dif 95%ClI p AIC
model SD
A/A 61 1.32+0.11 0
AIT 58 1.41+£0.10 0.09 -0.20-0.37 0.03 309.2
T/T 8 2.13+£0.20 0.80 0.21-1.39

Recessive model
A/A-AIT 119 1.36 £ 0.07 0
T/T 8 2.13+0.20 0.76 0.19-1.33 0.01 307.5

dif, HAQ mean difference in relation to A/A genotype; CI, Confidence Interval; p, p-
value; AIC, Akaike Information Criterion.




Supplementary data 1.

Clinical features from RA patients and healthy controls.

Ribeirdo Preto city

State of Pernambuco

(Southeastern) (Northeastern)
n (%) Mean + SD n (%) Mean + SD
RA
Age 55.7+10.8 51.3+11.7
Age at diagnosis 448 +£13.2 42.1+£11.7
Disease time 11.2+8.2 9.3+83
(years)
Females 83 (92) 122 (95)
Males 7(8) 6 (5)
RF positivity 64 (71) 41 (68)
Bone erosions 80 (89) 46 (75)
DAS28 5.59 (2.87- 3.67 (0-
7.89)° 7.84)
HAQ NA 1.66 (0-
2.88)"
Controls
Age 374+11.3 39.2+14.2
Females 76 (48) 122 (82)
Males 82 (52) 27 (18)

RF, Rheumatoid Factor; DAS28, Disease Activity Score in 28 joints; HAQ, Health
Assessment Questionnaire; *Mean (minimum-maximum); NA, Not Available.
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Supplementary data 2. Polymorphisms genotyped in inflamassome genes and IL1B and

IL18.
Chromosome: MAF
SNPs Gene  Alleles Function Aminoacid MAF CEU?

Position (bp) YRI?
rs12150220 17:5582047 NLRP1 AT Missense L [Leu] = H [His] T =0.46 T=0.02
rs2670660 17:5615686 NLRP1 AIG Promoter region -- G=0.50 G =0.39
rs35829419  1:247425556  NLRP3  C/A Missense Q[GInl=KI[Lys] A=0.06 A=0
rs10754558  1:247448734 NLRP3 CIG 3’UTR variant - G=0.36 G=0.23
rs35130877  1:150066168  AIM2  T/G Missense E [Glu] = D [Asp] NA NA
rs2276405 1:159073406 AIM2 CIT Missense E [Glu] = K [Lys] T=0 T=0.03
rs2043211 19:48234449  CARD8  A/T Stop gain C [Cys] = Stop T=0.27 T=0.16

rs572687 11:105032992  CASP1 G/A Intron variant -- A=0.19 A=0.05
rs1143643 2:112830725 IL1B CIT Intron variant -- T=04 T=02
rs1143634 2:112832813 IL1B G/IA Synonymous F [Phe] = F [Phe] A=021 A=0.09
rs1946519  11:112164784 IL18 C/IA Prom%(:gropegion -- A=04 A =0.36
rs212713 2:32232468 NLRC4 TIC Intron variant -- C=04 C=04
rs455060 2:32250040 NLRC4 AIG Synonymous A[Ala] = A[Alq] G=03 G=03

codon variant

& Minor allele frequency as reported by HapMap; NA, Not available.
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Abstract

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a complex autoimmune disorder displaying
heterogeneous clinical manifestations and multiple susceptibility genes involved. Several
findings provide evidence about the critical role of inflammasomes in the predisposition to
autoimmune diseases. Genetic variants within inflammasome-related genes and differential
expression of their components have been associated with various inflammatory diseases
but its relation to SLE remains unknown. In the present study, we investigated whether
single nucleotide polymorphisms (SNPs) and the monocytes expression profile of
inflammasome genes display differences in SLE patients versus healthy controls. We
analyzed SNPs within inflammasome genes (NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2, CARDS,
CASP1) and IL-18 and IL1B genes in 132 SLE patients and 154 healthy controls using
Tagman fluorogenic probes. We also evaluated the mRNA differential expression from the
main inflamassome genes in peripheral blood derived-monocytes in a resting condition and
after LPS+ATP stimulation from patients and healthy controls. Our results showed that
NLRP3 rs10754558 C allele was more frequent in SLE patients than in healthy controls,
suggesting this variant conferred a greater susceptibility risk to SLE development
(OR=1.5, p=0.023). When inflammasome SNPs were analyzed as predictors of SLE
clinical manifestations, the same polymorphism was associated to lupus nephritis
(p=0.001, OR=2.55), an important cause of morbidity and mortality in SLE individuals.
We also observed that IL1B rs1143643 SNP was associated to less susceptibility to
photosensitivity (OR=0.50, p=0.021). Gene expression analyses in peripheral blood
derived-monocytes showed that SLE patients display a chronic activation of NLRP1,
CASP1 and IL1B genes independently of stimulus. In LPS+ATP-treated monocytes,
NLRP3 expression was also significantly higher in patients compared with controls,
suggesting dysregulated transcription activation. In conclusion, our results indicate the
involvement of inflammasome components in SLE pathogenesis.

Keywords: systemic lupus erythematosus, polymorphisms, inflammasome, gene
expression, neprhitis
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Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a complex autoimmune disease that
predominantly affects women of childbearing age. The hallmark of SLE is the generation
of autoantibodies that react with self-nuclear and cytoplasmic antigens, culminating in
immunologic damage to organs, cell death and organ failure?. Although under intense
investigations, the genetic basis of human SLE is still not fully understood®*°.

Several studies indicate that abnormal activation of genes related to the
inflammatory response, resulting in an altered activation of IL-18 and/or NF-kB, may
contribute to the pathogenesis of autoimmune disorders with a strong inflammatory
component, as observed in SLE®™. In the last few years, the innate immune signaling
complex, called inflammasome, has garnered support for a role in triggering and
maintaining SLE™. Different innate immune cytoplasmic receptors, belonging to Nod-like
Receptors/NLRs (i.e.: NLRP1, NLRP3, NLRC4) or PYHIN (AIM2, IFI116) families, have
been described as able to assemble an inflammasome in response to pathogen- or danger-
associated molecular patterns (PAMPs or DAMPSs) leading to caspase-1 activation and
consequent cleavage and secretion of pro-inflammatory cytokines IL-18 and IL-18"".

Genetic variants in inflammasome genes have been associated to rare
autoinflammatory syndromes as well as to multifactorial disorders, such as autoimmune

diseases (i.e.: psoriasis, type 1 diabetes, vitiligo, celiac disease, Crohn’s disease)™™.

Pontillo et al.?°

reported polymorphisms in the receptor gene NLRP1 were associated to
SLE in a Southeast Brazilian population and in particular with the development of specific
SLE clinical presentations such as nephritis, rash and arthritis. Polymorphisms in other

inflammasome components, such as CARDS %! and also within 1L18 and IL1B genes were



100

similarly associated to SLE development. Even though, the role of inflammasome in the
pathogenesis of SLE remains unclear®®*,

So, to deeper understanding the possible impact of inflammasome genes in SLE
development and its clinical phenotype, we analyzed a selected panel of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in six inflammasome genes (NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2,
CARDS8, CASP1) and IL1B and IL18.

We also assessed in PBMC derived monocytes cell culture from SLE patients and

healthy controls in order to understand inflammasome activation pathway regarding IL-15,

NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2, ASC and CASP1 genes.

Materials and Methods
Inflammasome genotyping study
Subjects

For this study, 132 SLE patients (129 women / 3 men, mean age 37.1 years + 10.5)
and 154 healthy controls (HC) (125 women / 29 men, mean age 33.5 years + 13.4) were
recruited at the Clinical Hospital of Federal University of Pernambuco (HC-UFPE), from
metropolitan region of Recife (Pernambuco, Brazil). The clinical, epidemiological and
laboratory profile of patients and controls is reported in Supplementary data 1.

Patients met the criteria of the American College of Rheumatology (ACR)®. The
control group was composed of healthy volunteers without previous family history of
autoimmune diseases, as reported in appropriate questionnaire.

All procedures involving human participants were in accordance with the 1964
Helsinki declaration and its later amendments or comparable ethical standards. All the
participants provided a written informed consent approved by the local Research Ethics

Committee (CAAE 03065312.3.0000.5208).
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Samples and DNA isolation

Genomic DNA from SLE patients and controls was extracted from peripheral blood
using DNA Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA),
according to manufacturer instructions.
SNPs selection and inflamassome genotyping

Thirteen SNPs in NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2, CARDS8, CASP1, IL1B and 1L18

1718 and also their

genes were selected according to previously reported association studies
functional consequence on protein activity or mRNA stability'®%. The selected SNPs are
reported in Supplementary data 2.

SNPs were genotyped using TagMan assays (Thermo Fisher Scientific, California,
USA). The reactions were prepared based on the manufacturer's protocol and genotyping
was performed using ABI7500 Real-Time equipment (Thermo Fisher Scientific,
California, USA). Allelic discrimination was executed as suggested by the manufacturer
using SDS software v2.3 (Thermo Fisher Scientific, California, USA)
Statistical analysis

Genotype distribution was compared for Hardy—Weinberg (HW) equilibrium using
Genotype Transposer. Genotype and allele frequencies were calculated using the Genotype
Transposer software”’. Chi-square test was used for comparison of allele, genotype and
haplotype frequencies using contingency tables as appropriate. Patients were also stratified
according to the presence of clinical manifestations (rash, photosensitivity, arthritis,
nephritis, ulcers, immunological, neurological and hematological alterations). All statistical

analyses were carried out using the open-source R package (Wwww.r-project.org).

Haploview software was used to calculate linkage disequilibrium between polymorphisms
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and to derive haplotypes. Bonferroni's correction for SLE susceptibility association was
applied when p-value was significant (pBonf=observed p-value x N, N=number of studied

polymorphisms within the same gene).

Cell culture and Inflammasome gene expression assays

Heparinized whole blood samples were obtained from ten post-menopausal SLE
female patients (mean age 42.6+12 years) and ten healthy post-menopausal female controls
(HC) (mean age 57.5+8.14 years).

Monocytes were isolated by adherence from peripheral blood mononuclear cells
obtained by centrifugation over Ficoll-Paque (Sigma-Aldrich, USA) gradient. An amount
of 5 x 10° PBMCs/well was cultured in RPMI 1640 containing 10% fetal bovine serum in
24-wells microplate (Invitrogen, Life Technology, USA). For this assay, we performed
biological replicates. Monocytes were stimulated with 1 pg/ml lipopolysaccharide (LPS;
Sigma-Aldrich) for 4 hours and 1mM adenosine triphosphate (ATP; Sigma-Aldrich) for
15°. After incubation supernatants were collected for cytokines measurement and cells
were lysed for mRNA isolation and gene expression analysis. Monocytes RNA isolation
was performed using the RNAqueous micro kit (Ambion, Life Technologies, USA),
following the manufacturer’s instructions. The RNA samples were stored at -80°C until
used and RNA integrity analysis was performed by gel electrophoresis and quantification
by Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA). cDNA synthesis was performed with
SuperScript Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR kit (Invitrogen, Life
Technology, USA).

The major inflammasome genes, NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2, ASC/PYCARD
and CASP1, and also IL1B gene were amplified with specific TagMan Gene Expression

Assays using the ABI 7500 SDS platform (Applied Biosystems, USA). GAPDH was the
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reference gene used for normalization. Relative quantitative expression was calculated
comparing SLE and healthy individual’s cells (Fold change (FC) = SLE 22“YHC 24¢9)
following the indications by Schmittgen and Livak, 2008, Student's t-Test was applied to

compare different groups.

IL-1f8 measurement

The IL-1B secreted by monocytes was measured with ELISA (IL-1p assays, R&D
systems, USA) according to manufacturer’s protocols. Results were expressed in
picograms per milliliter. One-way ANOVA test with Bonferroni post-test was applied to
compare IL-1B secretion in RA and healthy controls cells as well as stimulated and resting

cells.

Results
Genotyping study

Allelic and genotypic frequencies were in Hardy-Weinberg equilibrium in patients
and controls. Minor alleles and genotypes frequencies are reported in Supplementary data
3.

NLRP3 rs10754558 C allele was significantly more frequent in SLE patients (69%)
than in healthy controls (60%) and associated with greater susceptibility to SLE
development (p=0.023, OR=1.5, 95%CI 1.4 — 2.15). The C/C genotype was also more
frequent in SLE patients than in HC (46.2% vs. 38.9%, p=0.01, OR=2.76, 95%ClI 1.21 —
6.68) as well as G/C genotype (45.5% vs. 41.6%, p=0.02, OR=2.54, 95%CI 1.12 — 6.15).
After applying Bonferroni’s correction, the association remained statistically significant

(pBonf=0.046, 0.04 and 0.02, respectively) (Table 1).
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SNPs within the other 3 inflammasome receptors genes, NLRP1, NLRC4 and AIM2
as well as the NLRP3 rs35829419 polymorphism were not significantly associated with
susceptibility to SLE (p>0.05). The AIM2 rs35130877 minor allele has not been found in
our groups of patients and controls. The rs2043211 polymorphism in CARD8 gene was not
associated with SLE (p=0.611), as well as the SNP within CASP1 (p=0.818). No
statistically significant differences were found for rs1143643 and rs1143634 IL1B and
rs1946519 IL18 polymorphisms between SLE cases and healthy controls (p>0.05)
(Supplementary data 3).

When assessing haplotype formation, our results showed that NLRP3 SNPs
rs10754558 and rs35829419 were in linkage disequilibrium (D’=0.86) and formed 3
haplotypes. The haplotype containing rs35829419 major C allele and rs10754558 minor G
allele (C-G) was more frequent in HC (37.7%) than in SLE patients (29.5%) (OR=0.68,
p=0.03). For IL-1B gene, the SNPs rs1143643 and rs1143634 were also in LD (D’=100).
The three haplotypes (C-G, T-G, C-A) were not differentially distributed between SLE and
HC. NLRP1 polymorphisms (rs12150220 and rs2670660) were also in linkage
disequilibrium (D"=78). The four haplotypes formed (A-A, T-G, A-G and T-A) were not
significantly differently distributed between SLE and HC (Table 2).

We also observed significant association between studied polymorphisms and the
occurrence of patients’ clinical manifestations. NLRP3 rs10754558 C allele (p=0.001,
OR=2.55, 95%CI 1.40-4.74) as well as G/G genotype (p=0.04, OR=4.59, 95%CI 0.97-
29.78) were associated to lupus nephritis. IL1B rs1143643 minor T allele (p=0.021,
OR=0.50, 95%CI 0.26-0.93) as well as the T/T genotype (p=0.034, OR=0.143, 95%ClI
0.01-1.12) were associated to photosensitivity occurrence (Table 3).

When assessing the association between the observed haplotypes and SLE’s

manifestations, we found the NLRP3 haplotype containing rs35829419 major C allele and



105

rs10754558 minor G allele (C-G) associated lower susceptibility in lupus nephritis’
development (Table 4).
Inflammasome expression analyses

We investigated the differential mMRNA expression of IL-15, NLRPI, NLRP3,
NLRC4, AIM2, ASC and CASP1 genes in non-stimulated/resting and LPS+ATP-stimulated
peripheral derived monocytes from SLE patients and HC. Basal, as well as LPS+ATP-
stimulated monocyte gene expression was evaluated comparing SLE patients group vs. HC
group.

As shown in Figure 1, when we compared the gene expression between non-
stimulated SLE monocytes and non-stimulated HC monocytes, basal NLRP1 (+3.19-fold,
p=0.037), CASP1 (+3.87-fold, p=0.026) and IL-1p (+5.45-fold, p=0.009) genes presented a
remarkable increment in SLE patients’ expression levels. NLRP3, NLRC4, AIM2 and ASC
expression was not statistically different between non-stimulated SLE monocytes and HC
non-stimulated monocytes.

In LPS+ATP-stimulated monocytes NLRP1 (+8.58-fold, p=0.005), CASP1 (+6.29-
fold, p=0.003) and IL-/p (+36.07-fold, p=0.002) genes remained upregulated in monocytes
from SLE patients accompanied by NLRP3 (+4.73-fold, p=0.035) (Figure 1).

We then evaluated the secretion of IL-1p in monocytes supernatants as marker of
inflammasome activation. IL-1 secretion was incremented in SLE patients comparing to
HC in non-stimulated monocytes (mean=23.14 vs. 1.13 pg/ml), after ATP (62.91 vs.
11.13pg/ml) and LPS stimulus (58.76 vs. 1.41pg/ml) and finally LPS+ATP (421.48 vs.
217.2 pg/ml). However, no statistical significance was observed (p=0.56, p=0.92, p=0.26

and p=0.44, respectively) (Figure 2).
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Discussion

Studies concerning polymorphisms in inflammasome-related genes and their
relation to SLE susceptibility and phenotype have been demonstrating the possible
involvement of these molecules complex in SLE pathology. Herein, we demonstrate the
association between NLRP3, one of the main components of inflammasome, and IL1B
genes and SLE susceptibility and clinical manifestation.

In our population, the NLRP3 rs10754558 C allele showed to confer a greater
susceptibility for the development of SLE when is homozygous (OR=2.76) as well as
heterozygous (OR=2.54). Interestingly the NLRP3 rs10754558 C/C genotype was also
found as associated to rheumatoid arthritis development (OR=1.77) in our population
(personal communication, manuscript submitted) suggesting a role of this polymorphism in
autoimmunity development. The moderate value of OR indicates the partial contribution
of the associated SNP to the development of rheumatoid arthritis and SLE, multifactorial
disorders.

The rs10754558 SNP is located within the 3’UTR of NLRP3 gene. According to the
PolymiRTS Database 2.0 (http://compbio.uthsc.edu/miRSNP/) its presence affects the
binding of miRNAs. For G allele there is a binding site for miR-3529-3p and miR-549a,
while for C allele there is a binding site for miR-146a-5p, miR-146b-5p, miR-589-5p and
miR-7153-5p. The interference of rs10754558 SNP with the binding of these miRNAS in
vivo remains unknown. A single study realized by Hitomi et al. showed by a luciferase
assay using THP-1 cells that the allele-specific construct containing the G allele of
rs10754558 has 1.3-fold higher activity than the other constructs containing the C allele?’.
This increment in NLRP3 expression, as well as its eventual effect on inflammasome

activation have not been confirmed by further studies.
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Our results do not fully replicate previous findings in another Brazilian SLE cohort
from Southeast region, in which Pontillo et al.® found the association between SLE and
NLRP1 rs2670660 SNP and not between NLRP3 polymorphism. However, the frequency
of NLRP3 rs10754558 C allele was similarly distributed in the Southeast population when
comparing to Northeast one - also higher in patients (61%) than in controls (52%) - with no
statistical significant differences noted. Although we did not observe a significant
difference in the allele and genotype frequencies of NLRP1 gene between SLE patients and
controls, it is still possible that the molecule has an important role in the progression of the
disease, as found in gene differential expression in the present study, strengthening the
involvement of the inflammatory complex as a whole in the development of SLE.

The NLRP3 rs10754558 SNP also showed association with lupus nephritis when
we evaluated the susceptibility to SLE manifestations. SLE patients carrying C allele
showed to have increased susceptibility to the development of nephritis, an important
cause of morbidity and mortality in the disease. Also, the haplotype containing rs35829419
C allele and rs10754558 G allele showed to confer lower susceptibility to SLE and
neprhitis development.

NLRP3 inflammasome has been implicated in the pathogenesis of lupus nephritis in
murine models for lupus. The renal NLRP3 inflammasome has been shown to be activated
in (NZB x NZW) F1 lupus-prone mice® as well as up-regulated in the kidneys of MRL/lpr
mice. Furthermore, the blockade of NLRP3 inflammasome attenuated the lupus nephritis
in MRL/Ipr mice*. Zhao et al.** also found that Thiadiazolidinone-8 treatment suppressed
GSK-3pB activity and NLRP3 inflammasome activation, resulting in the significantly
attenuation of severe proteinuria and renal inflammation in both lupus models. The
inflammasome component NLRP3, accompanied by caspase-1, was also found increased

in kidney biopsies from SLE patients with nephritis®.
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We also observed the association of IL1B rs1143643 SNP [C>T] with
photosensitivity development, one of the most frequent manifestations in SLE patients.
Individuals carrying T allele presented lower susceptibility for photosensitivity occurrence.
Interestingly, the same SNP was associated to lower invasiveness of melanoma, also a skin
disorder®. Altogether, we hypothesize that rs1143643 C>T may negatively affect cytokine
expression leading to a higher resistance towards photosensitivity development.

When we assessed SLE gene expression profile, we found a statistical significant
upregulation of NLRP1, CASP1 and IL1B genes in non-stimulated monocytes from SLE
patients when compared with healthy individuals. Although not statistically significant,
NLRP3 showed a twice upregulated in relation to controls. This result indicates that SLE
patients are characterized by a chronic expression of those genes in monocyte cell culture.
In LPS+ATP-treated monocytes from SLE patients, the same genes were upregulated but
accompanied by NLRP3 gene. The increased expression of NLRP1, CASP1 and IL1B genes
in stimulated monocytes may be consequence of the previous upregulation in resting
monocytes.

The observed augmented expression of NLRP3 genes in SLE cases after LPS+ATP
stimulus prompt us to hypothesize that NLRP3 transcription are dysregulated in SLE. As
known, SLE patients have an increased immune complexes formation and cell death,
exposing DAMPs and then stimulating NLRP3 inflammasome activation. Furthermore,
autoantibodies such as anti-Ul-small nuclear ribonucleoprotein and anti-double strand
DNA have been shown to stimulate NLRP3 inflammasome activation®**°. Our findings
suggest that SLE monocytes may be dramatically sensitized to ligands and respond faster
for signs of stimulation, contributing to the establishment of the exacerbated inflammation

observed in the disease.
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Upregulated NLRP3 gene expression was also observed in stimulated-monocytes
from rheumatoid arthritis (personal communication, manuscript submitted). Interestingly
the treatment with chloroquine, widely administered in SLE and rheumatoid arthritis
patients, have showed to suppress NLRP3 expression®, strengthening its role in
autoimmunity development.

Yang et al.*” found a downregulation of NLRP3 and NLRP1 inflammasomes in
peripheral blood mononuclear cells from SLE patients and a significant negative
correlation between the inflammasome expression and disease progression. Differently,
our results were observed specifically in peripheral blood derived monocytes, indicating
that differential inflammasome expression may be cell type-specific.

Being aware that other mechanisms influence upon IL-1p production overall, the
differences in inflammasome components and IL-1f gene expression in monocytes from
SLE patients are accompanied by IL-1B secretion ex vivo monocytes. In each studied
condition, the SLE monocytes secreted greater amounts of IL-1p cytokine, including basal
secretion and so indicating a constitutive secretion of the pro-inflammatory cytokine.

Two signals are traditionally required for the production and secretion of IL-1p.
The first signal, in our study LPS, induces the transcription of pro-IL-1p and
inflammasome subunits. The second signal promotes the activation of caspase-1 and also
the secretion of mature IL-1B. The second signal is provided by reduction of intracellular
K+ generated by ATP stimulus®®3°. In SLE monocytes, in both LPS-stimulated and ATP-
stimulated, the signals individually are sufficient to induce an augment of IL-1p secretion
(Figure 2), suggesting an inflammasome complex more prone to activation in SLE
monocytes comparing to monocytes from healthy individuals.

In conclusion, our findings infer that CASP1, IL1B and NLRP1 are chronically

activated in SLE patients, as well as NLRP3 gene is dysregulated transcript upon stimulus.
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We also demonstrated that NLRP3 rs10754558 polymorphism is associated to SLE
susceptibility as well as nephritis development, an important cause of mortality in SLE.

These results are useful to help understanding the role of inflamassome complex in SLE.
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TABLE LEGENDS

Table 1. Association between NLRP3 rs10754558 SNP and SLE susceptibility.

Table 2. Distribution of studied polymorphisms haplotypes between SLE patients and
healthy individuals.

Table 3. Distribution of studied polymorphisms between SLE patients with and without
clinical manifestations.

Table 4. Association between NLRP3 haplotypes and the occurrence of nephritis in SLE

patients.
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TITLES AND LEGENDS TO FIGURES

Figure 1. NLRP1, NLRP3, CASP1 and IL1B differential expression in SLE patients
compared with healthy controls in LPS+ATP -stimulated and non-stimulated monocytes.
The results were normalized to GAPDH expression. Target genes expression in healthy
controls was normalized to 1 (not reported in the graph) and Fold Change (FC) is reported
as SLE 27-deltaCT/ HC 2~-deltaCT. SLE, Systemic Lupus Erythematosus; HC, Healthy

Controls; ns, non-significant; * p-value < 0.05.

Figure 2. IL-1pB secretion in healthy controls (HC) and patients (SLE) in non-stimulated
monocytes; ATP-stimulated monocytes; LPS-stimulated monocytes; and LPS+ATP-

stimulated monocytes.
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SUPPLEMENTARY DATA CAPTION

Supplementary data 1. Characteristics from SLE patients and controls.

Supplementary data 2. Polymorphisms genotyped in inflamassome components and IL1B
and IL18 genes.

Supplementary data 3. Minor alleles and genotypes frequencies of studied

polymorphisms in SLE patients and healthy controls.
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TABLES

Table 1. Association between NLRP3 rs10754558 SNP and SLE susceptibility.

Controls SLE P OR 95%ClI
NLRP3 rs10754558 n (%) n (%)
G 124 (40) 82 (31) Ref
C 184 (60) 182 (69) 0.023?2 15 1.4-2.15
GG 30 (19.5) 11 (8.3) Ref
GC 64 (41.6) 60 (45.5) 0.02° 2.54 1.12-6.15
CcC 60 (38.9) 61 (46.2) 0.01°¢ 2.76 1.21 -6.68

SLE, Systemic Lupus Erythematosus; p, Chi-square test p-value; OR, Odds Ratio; CI, Confidence Interval; Ref,
reference; ®p-value after Bonferroni correction = 0.046; bp-value after Bonferroni correction = 0.04; “p-value after
Bonferroni correction = 0.02.
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Table 2. Distribution of studied polymorphisms haplotypes between SLE patients and healthy

individuals.
SLE HC 0
Haplotypes (=132)  (n=154) P OR 95%CI
NLRP1 (D’=78)
rs12150220 — rs2670660
A-A 0.575 0.546 Ref 1 Ref
T-G 0.238 0.248 0.69 0.92 0.60-1.39
A-G 0.163 0.158 0.90 0.97 0.59-158
T-A 0.023 0.049 0.11 044 0.14-1.25
NLRP3 (D’=86)
rs35829419 - rs10754558
Cc-C 0.682 0.592 Ref 1 Ref
C-G 0.295 0.377 0.03 0.68 0.47-0.98
A-G 0.018 0.031 0.29 0.51 0.13-1.66
IL-1B (D’=100)
rs1143643 - rs1143634
C-G 0.531 0.497 Ref 1 Ref
T-G 0.289 0.309 0.50 0.87 0.59-1.30
C-A 0.180 0.194 0.57 0.87 0.55-1.39

SLE, Systemic Lupus Erythematosus; HC, Healthy Controls; p, Chi-square test p-
value; OR, Odds Ratio; Cl, Confidence Interval.




Table 3. Distribution of studied polymorphisms between SLE patients with and without clinical

manifestations.

p-value;
Gene/ SLE OR[95%CI]
SNP Lupus  SLE/LN*  SLE/LN . )
Neprhtis  n=58(%)  n=65(%) Lo/ Vs SLELN
G 24 (21) 52 (40) Ref
0.001;
¢ 92 (79) 78 (60) 255 [1.40 — 4.74]
NLRP3/
loveassg  ©/C 3(5) 8 (12) Ref
1.00;
GIC 18 (31) 36 (56) 133027 8.1
0.04;
cic 37 (64) 21 (32) 150 (097 207
SLE/PS®  SLEPS . _
hse50t)  n3s(oy  SLE/PSvs SLEIPS
C 130 (76) 47 (62) 1
0.021;
IL1B/ T 40(24) 29 (38) 0.50 [0.26 — 0.93]
1143643
s cic 47 (55) 13 (34) 1
0.102;
cIT 36 (42) 21 (55) 0477 (015 - 1.15]
T 2(2) 4 (11) 0.034;

0.143 [0.01 - 1.12]

SLE, Systemic Lupus Erythematosis; LN®, Lupus nephritis positive; LN, Lupus

nephritis negative; PS*, Photosensitivity positive; PS", Photosensitivity negative; Ref,
reference, OR, Odds Ratio; ClI, Confidence Interval.
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Table 4. Association between NLRP3 haplotypes and the occurrence of nephritis in SLE patients.

Haplotype SLE olg-[\sl)glf;nec;il]
rs35fl3\12|§|}f§ —(Ir)s’1=08765)4558 SLENL™  SLE/NL + :
vCos%6)  netols) | SLEMNL VSSLENL
cC 0.79 0.60 Ref
C-G 0.20 0.37 0.42 [ggg- 1.05]
AG 0.01 0.03 058;

0.40 [0.01 — 8.02]

SLE, Systemic Lupus Erythematosis; LN*, Lupus nephritis positive; LN", Lupus nephritis
negative; Ref, reference, OR, Odds Ratio; Cl, Confidence Interval.
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Figure 1. NLRP1, NLRP3, CASP1 and IL1B differential expression in SLE patients
compared with healthy controls in LPS+ATP -stimulated and non-stimulated monocytes.
The results were normalized to GAPDH expression. Target genes expression in healthy
controls was normalized to 1 (not reported in the graph) and Fold Change (FC) is reported
as SLE 2"-deltaCqg/ HC 2~-deltaCq. SLE, Systemic Lupus Erythematosus; HC, Healthy

Controls; ns, non-significant; * p-value < 0.05.
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Figure 2. IL-1pB secretion in healthy controls (HC) and patients (SLE) in non-stimulated
monocytes; ATP-stimulated monocytes; LPS-stimulated monocytes; and LPS+ATP-

stimulated monocytes.
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SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary data 1. Characteristics from SLE patients and controls.

Variable SLE cases Controls
n=132 (%) n=154 (%)

Gender

Male 3(2) 29 (19)

Female 129 (98) 125 (81)

Mean Age 37.1(x10,5) 33.5(£13,4)

Clinical Manifestations

Cutaneous 89 (64%)

Photosensitivity 85 (61%)

Lupus arthritis 88 (63%)

Ulcers 29 (20%)

Hematologic 82 (59%)

Nephritis 58 (42%)

Neurological 12 (8%)

FAN (Antinuclear Factor) 114 (82%)

Immunologic 44 (32%)

Anti-DNA 37 (27%)
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Supplementary data 2. Polymorphisms genotyped in inflamassome components and IL1B

and IL18 genes.

Chromosome:
SNPs Gene  Alleles Function Aminoacid MAF CEU? MAF YRI?
Position (bp)
rs12150220 17:5582047 NLRP1 AT Missense L [Leu] = H [His] T=0.46 T=0.02
rs2670660 17:5615686 NLRP1 A/G Promoter -- G=0.50 G=0.39
region
rs35829419  1:247425556  NLRP3 C/A Missense Q [GIn] = K [Lys] A =0.06 A=0
rs10754558  1:247448734  NLRP3 C/G 3’UTR variant -- G=0.36 G=0.23
rs35130877  1:159066168 AIM2 T/IG Missense E [Glu] = D [Asp] NA NA
rs2276405 1:159073406 AIM2 CIT Missense E [Glu] = K [Lys] T=0 T=0.03
rs2043211  19:48234449 CARD8  A/T Stop gain C [Cys] = Stop T=0.27 T=0.16
rs572687 11:105032992 CASP1 G/A Intron variant -- A=0.19 A=0.05
rs1143643 2:112830725 IL1B CIT Intron variant -- T=04 T=0.2
rs1143634  2:112832813 IL1B G/IA Synonymous F [Phe] = F [Phe] A=021 A=0.09
codon
rs1946519 11:112164784 1L18 C/IA Promoter -- A=04 A=0.36
region
rs212713 2:32232468 NLRC4 T/IC Intron variant -- C=04 C=04
rs455060 2:32250040 NLRC4 A/G Synonymous A [Ala] = A [Ala] G=03 G=0.3

codon variant

& Minor allele frequency as reported by HapMap; NA, Not available.
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Supplementary data 3. Minor alleles and genotypes frequencies of studied polymorphisms in SLE
patients and healthy controls.

Minor Allele/ SLE HC
Gene SNP ID p OR 95%ClI
Genotype (n=132) (n=154)
G 100 (0.40) 110 (0.41) 0.982 0.982 0.68-141
NLRP1 rs2670660
AIA-AIG-G/G 43-62-19 47-66-22 0.985
T 65 (0.26) 87 (0.30) 0.388 0.837 0.58-1.24
NLRP1  rs12150220
A/A-AIT-TIT 68-47-9 75-55-16 0.607
A 6 (0.02) 13 (0.04) 0.609 0.731 0.21-233
NLRP3  rs35829419
C/C-C/A-A/A 126-6-0 143-9-2 - - -
G 83(0.33) 111(0.37) 0.369 0.837 057-121
NLRC4 rs455060
AIA-AIG-G/G 58-51-16 59-69-21 0.526
T 5 (0.02) 6 (0.02) 1 0.873 0.20-3.48
AlM2 rs2276405
C/IC-C/T-TT 112-5-0 117-6-0 1
G 0 0 - - -
AIM2 rs35130877
T/T-GIT-TIT 126-0-0 152-0-0 -
T 63 (0.27) 73 (0.24) 0.611 110 0.72-1.68
CARD8  rs2043211
A/A-AIT-TIT 58-51-6 84-59-7 0.681
A 42 (0.16) 50 (0.18) 0.818 1.07 0.66-1.72
CASP1 rs572687
G/G-AIG-A/A 89-32-5 95-44-3 0.439
T 74 (0.29) 86 (0.31) 0.705 0.928 0.62-1.36
IL1B rs114363
CIC-C/T-TIT 60-58-8 67-58-14 0.496
A 42 (0.18) 53 (0.20) 0.732 0916 0.56 —1.47
IL1B rs114364
G/IG-AIG-AIA 79-28-7 87-41-6 0.555
A 93(0.40) 114 (0.43) 0.648 0918 0.63-1.33
IL18 rs1946519
C/C-AIC-A/A 41-53-20 46-60-27 0.876

SLE, Systemic Lupus Erythematosus; HC, Healthy Controls; p, Chi-square test p-value; OR, Odds Ratio; Cl,
Confidence Interval.
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6 DISCUSSAO GERAL

Com a hipotese de que fatores genéticos possam acarretar alteracdes na
ativacdo do inflamassoma e entdo contribuir com o desenvolvimento da AR e do
LES, o presente estudo avaliou a associacdo de polimorfismos genéticos nos
principais genes do inflamassoma e também nos genes IL1B e IL18 com a

susceptibilidade a AR e ao LES.

No nosso estudo, observamos a associacdo do alelo C quando em
homozigoze do polimorfismo rs10754558 do gene NLRP3 com o aumento do
risco de 1,77 e 2,76 ao desenvolvimento da AR e do LES, respectivamente. O
valor da OR sugere uma contribuicdo parcial do SNP para o desenvolvimento
dessas doencas, corroborando a natureza multifatorial e poligénica como
discutido anteriormente. Interessantemente, o mesmo polimorfismo mostrou-se
associado ao desenvolvimento de nefrite nos pacientes com LES, uma das

manifestacfes mais severas da doenca.

O polimorfismo associado do gene NLRP3 esta localizado na regido
regulatéria 3° do NLRP3, tendo assim um possivel impacto na expressao do gene.
Andlises in silico realizadas no presente estudo encontraram uma possivel
alteracdo no sitio de ligacdo de miRNAs, entretanto o seu impacto in vitro ndo foi

explorado no presente estudo.

Quando avaliamos a associacdo dos SNPs com as caracteristicas clinicas
e laboratoriais dos pacientes, foi observada a associacdo do polimorfismo
rs2043211 do gene CARDS8, denominado p.C10X, com a severidade da AR. A
mensuracao da severidade foi realizada pelo indice clinico HAQ, o qual, conforme
abordado anteriormente, € uma medida genérica da escala de dor utilizada para

avaliar a incapacidade funcional do paciente (Ramey et al., 1996). Uma vez que
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essa incapacidade é em geral consequéncia das sequelas da doenca, os valores

de HAQ correlacionam-se entdo com a severidade da AR.

Os pacientes com AR homozigotos para o alelo T do SNP do gene CARDS
apresentaram maior incapacidade funcional mensurada pelo HAQ. Esse
polimorfismo introduz um cédon de parada prematuro, resultando na producéo de
uma proteina truncada (Bagnall et al., 2008). Apesar do papel da CARDS8 ainda
nao estar claro, propéem-se que atue como moduladora da ativacdo do NLRP3 e
que o polimorfismo C10X acarrete uma maior secrecédo de IL-1B (Roberts et al.,

2010).

Em outras populacdes, tais como da Espanha (Fontalba et al., 2007) e
Suica (Kastbom et al., 2010), também foi encontrada associacdo entre o
polimorfismo do gene CARDS8 e a severidade da doencga, sugerindo entdo um
papel da CARDS8 na regulacdo da inflamacdo independentemente dos fatores

geograficos e étnicos.

Esse achado é de grande interesse para o possivel uso desse polimorfismo
com um marcador genético no prognoéstico da AR pois sendo uma doenca com
sequelas irreversiveis, com elevado impacto na capacidade funcional e laboral do
individuo, € de extrema importancia que seja estabelecido um tratamento eficaz

antes mesmo que os sinais clinicos severos da doenca se estabelecam.

Nos pacientes com LES, também foi observada a associacdo entre o alelo
T do polimorfismo rs1143643 no gene da IL-13 com a protecdo ao
desenvolvimento de fotossensibilidade, uma das manifestacdes mais comuns do
LES. Interessantemente, a mesma alteracdo genética foi associada a um
melanoma menos invasivo, levando-nos a sugerir que esse polimorfismo pode

alterar a atuacao da IL-1B causando uma protecao a alteracdes dermatologicas.
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Em relacéo a expressao diferencial dos principais genes do inflamassoma,
os genes CASP1, IL1B e IL1R mostraram uma maior expressdo nos mondcitos de
pacientes com AR independentemente de estimulo quando comparados aos
monocitos de individuos saudaveis. Em pacientes com LES, observamos a
expressdo aumentada dos genes NLRP1, CASP1 e IL1B em mondcitos néo-
estimulados, sugerindo uma ativacdo crbnica desses genes independente de

estimulo in vitro.

Em mondcitos estimulados com LPS e ATP, 0s mesmos genes mostraram
uma maior expressdo comparando pacientes vs. controles, entretanto
acompanhados pelos genes NLRP3 e NLRC4 em mondcitos de pacientes com
AR e apenas pelo NLRP3 em mondcitos de pacientes com LES. Podemos sugerir
gue a maior expressdo desses genes apO0s o0 estimulo € possivelmente
consequencia da desregulacdo na sua transcricdo, o que pode contribuir para a

inflamacé&o exacerbada observada na doenca.

Os achados de expressao diferencial dos genes do inflamassoma em
monaocitos de pacientes com AR e com LES foram acompanhados pelos niveis
elevados de IL-1B. Os mondcitos dos pacientes tanto com AR como com LES
estimulados ou ndo com LPS e ATP, secretaram nives mais elevados de IL-1 do

que individuos saudaveis.

Os niveis mais elevados de IL-1p basal nos pacientes quando comparados
aos controles saudaveis indicam uma secregdo constitutiva da citocina pro-
inflamatoria. Em ambos grupos de pacientes, apenas o estimulo com LPS ou ATP
foi suficiente para um aumento relevante da secrecdo de IL-13, ao contrario dos

individuos saudaveis que mostraram um maior aumento ap6s o estimulo com
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LPS+ATP, sugerindo uma maior propensdao do inflamassoma a ativacdo nos

pacientes com AR e LES.
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7 CONCLUSOES

Em conclusdo, foi estabelecida a associagdo do NLRP3 com o
desenvolvimento tanto do LES como da AR, sugerindo um importante papel
desse gene no desenvolvimento da autoimunidade. Encontramos também a
associacdo de polimorfismos do inflamassoma com o fenétipo do LES e da AR.
Foi observada a associagdo do polimorfismo C10X do gene CARD8 com a
severidade da AR mensurada pelo indice clinico HAQ e do polimorfismo
rs10754558 do NLRP3 com o desenvolvimento da nefrite, um importante fator de
mortalidade para os pacientes com LES, sendo entdo essas variantes genéticas
potenciais marcadores para o prognostico dessas doenc¢as. Encontramos também
a associacdo entre o polimorfismo rs1143643 no gene da IL-18 com o

desenvolvimento da fotossensibilidade nos pacientes com LES.

Também observamos em mondcitos de pacientes com AR que 0S genes
CASP1, IL1B e IL1R estédo cronicamente ativados, enquanto os genes NLRP3 e
NLRC4 apresentam uma expressao desregulada quando estimulados com
LPS+ATP. Em mondcitos de pacientes com LES, observamos a expressao
aumentada dos genes NLRP1, CASP1l e IL1B independente de estimulos,
enquanto o gene NLRP3 também apresentou uma expressdo aumentada frente
ao estimulo com LPS e ATP. Dessa forma este trabalho contrubuiu, para um
melhor entendimento do papel dos genes do inflamassoma no desenvolvimento

da AR e do LES.
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