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RESUMO

LUpus eritematoso sistémico (LES) € uma grave desordem crénica autoimune,
caracterizada por perda da tolerancia aos antigenos proprios com desregulacdo na
resposta de intérferons, que podem ocorrer nos mais diversos sistemas do organismo.
Ela provém da associacdo de fatores genéticos com outros de origem ambiental,
imunoldgico ou hormonal. Ocorre uma resposta imune policlonal contra numerosos
auto-antigenos nucleares com persisténcia de anticorpos antinucleares. Sao
documentados muitos loci génicos de envolvimento na patogénese do LES, dentre
eles destacamos a molécula do Antigeno Leucocitario Humano (HLA) de
reconhecimento antigénico, por ser um sistema primario de resposta imune adquirida,
com alto indice polimérfico e participacdo comprovada da patogénese do LES. Este
trabalho objetiva caracterizar o gene DRB1 do loci HLA classe Il em pacientes
adultos no estado de Pernambuco, portadores de LES, atendidos no setor de
Reumatologia do Hospital das Clinicas do Recife — PE. Foram incluidos 178 pacientes
portadores de LES e 69 controles saudaveis. Para avaliar o gene DRB1, foi produzido
um par de primers (iniciadores), voltado para amplificar o Exon 2, usando as
sequéncias génicas de todos os alelos do HLA disponiveis no HLA Databases através
do programa “R”, com posterior analise de DNA por Sequenciamento de Sanger, para
determinacdo do HLA em baixa resolugéo. Ao final, foram encontrados 356 alelos no
grupo LES e 134 alelos nos controles saudaveis. Houve predominio do sexo feminino,
com idade média de 30 anos, e significancia para risco a doenca com os alelos
DRB1*08 e DRB1*14 (p-value 0,04 para ambos). Esses dados constituem a primeira
pesquisa brasileira a se quantificar alelos dentro do contexto do LES, sendo entdo
pioneira. Embora traga dados diferentes do “habitual”, os alelos de fator de risco para
LES apresentam grande heterogeneidade etiolégica nas mais variadas literaturas e
paises do mundo. Estes dados podem subsidiar outras pesquisas, bem como a
elaboracdo de técnicas de diagnostico molecular, no intuito de otimizar o0s
diagnoésticos destes pacientes e 0 consequente acesso ao tratamento de maneira

precoce.

Palavras-chave: Lupus Eritematoso Sistémico. Antigenos HLA. Polimorfismo

geneético.



ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a severe chronic autoimmune disorder,
characterized by loss of tolerance to its own antigens with deregulation in the response
of interferons, which can occur in the most diverse systems of the organism. It comes
from the association of genetic factors with others of environmental, immunological or
hormonal origin. A polyclonal immune response occurs against numerous nuclear
autoantigens with persistent antinuclear antibodies. Many gene loci of involvement in
the pathogenesis of SLE are documented, among them the Human Leukocyte Antigen
(HLA) molecule of antigenic recognition, because it is a primary system of acquired
immune response, with a high polymorphic index and a proven participation in the
pathogenesis of SLE. This work aims to characterize the DRB1 gene of the HLA class
Il loci in adult patients in the state of Pernambuco, with SLE, treated in the
Rheumatology sector of the Hospital das Clinicas do Recife - PE. We included 178
patients with SLE and 69 healthy controls. To evaluate the DRB1 gene, a pair of
primers (primers), designed to amplify Exon 2, were produced using the gene
sequences of all HLA alleles available in HLA Databases through the "R" program, with
subsequent DNA analysis by Sanger sequencing for low resolution HLA determination.
At the end, 356 alleles were found in the SLE group and 134 alleles in the healthy
controls. There was a predominance of females, with a mean age of 30 years, and
significance for disease risk with the DRB1 * 08 and DRB1 * 14 alleles (p-value 0.04
for both). These data constitute the first Brazilian research to quantify alleles within the
context of SLE, being a pioneer. Although it brings different data from the "usual”, the
risk factor alleles for SLE present great etiological heterogeneity in the most varied
literatures and countries of the world. These data may support other research, as well
as the development of molecular diagnostic techniques, in order to optimize the
diagnoses of these patients and the consequent access to treatment in an early

manner.

Palavras-chave: Lupus Erythematosus Systemic. HLA Antigens. Polymorphism

Genetic.
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1 INTRODUCAO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é definido como uma grave desordem
cronica autoimune, caracterizada pela perda da tolerancia aos antigenos proprios
com desregulacdo na resposta de intérferons, que podem ocorrer nos mais
diversos sistemas do organismo (GHODKE-PURANIK & NIEWOLD, 2015).

Sua origem se d& na associacdo de fatores genéticos com outros de origem
ambiental, imunologica ou hormonal. Além desta caracteristica, o LES &
tendencioso no desenvolvimento de uma debilidade crénica e pode tornar-se um
importante risco a vida ao acometer 6rgaos vitais (AMUR et al, 2012; D'CRUZ et al,
2007).

A doenca possui sinais e sintomas heterogéneos, que podem ser
persistentes ou intermitentes, com periodos alternados de remissao e exacerbacao
dos sintomas, ou ainda de forma crénica indolente. Em seu desenvolvimento inicial,
a sintomatologia se mostra inespecifica, como fadiga, mal-estar e perda de peso.
Estes fatores colaboram para um diagnéstico e tratamento tardios, o que pode
contribuir para uma pior resposta clinica com consequente surgimento de
complicacBes ou agravos (ASSIS & BAAKLINI, 2009).

Além da problematica supracitada, hoje, no Brasil, o LES € uma patologia
cujo diagndstico é de exclusao em decorréncia da escassez de marcadores “LES-
Especificos” e sinais clinicos patognoménicos que conduzir a uma suspeita de LES
ao primeiro contato com o paciente. Isto contribui para o surgimento de agravos
importantes por também serem um fator de atraso ao tratamento precoce
(BERTSIAS et al, 2013).

Por ser uma doenca genética e crbnica, sem tratamentos que resultem em
cura, se faz importante o dominio quando ao seu desenvolvimento patologico, bem
como das estruturas envolvidas neste processo. Estudos de associacdo genética
demonstraram que a susceptibilidade ao LES é poligénica, e os genes encontrados
variam de acordo com a etnia da populacdo estudada, o que ndo subsidia uma
técnica diagnostica molecular comum. Por isso, é imprescindivel a busca por

técnicas diagnosticas com boa sensibilidade e especificidade, para que se possa
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obter o diagnéstico e tratamento da forma mais precoce possivel, com apostas em
técnicas moleculares, baseadas no principio que as alteragbes moleculares

precedem quaisquer outros fendmenos celulares (FERNANDES et al, 2003).

Frente a esse questionamento e entendendo a importancia de algumas
estruturas conhecidas ja relacionadas a patogénese do LES, despertou-se o
interesse na atuacdo do HLA dentro deste processo, em decorréncia da sua
atuacao para apresentacao de peptideos aos receptores de linfocitos T durante o
processo patogénico (FERNANDES et al, 2003).

Partindo desse argumento e vendo a escassez de pesquisas
correlacionando o HLA e o LES no Brasil, objetivamos ent&o analisar o gene DRB1
do loci HLA classe Il em pacientes adultos portadores de LES no estado de
Pernambuco, estabelecendo comparacdo com grupo controle pareados quanto a

miscigenacgédo genética.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1AUTOIMUNIDADE

A doenca autoimune surge quando, por diversos meios, hd uma quebra na
tolerancia imunoldgica, onde o organismo acaba por nao diferenciar o préprio do
nao proprio (“self/no self”) e isto culmina no reconhecimento erréneo dos préprios
antigenos e consequente resposta imune contra si mesmo (MAIDHOF & HILAS,
2012).

Existem diversas teorias que tentam estabelecer os mecanismos que
induzem a autoimunidade. Revisbes mais recentes trazem fatores como a
ineficiéncia da tolerancia central, ativacdo de células auto reativas que escapam a
tentativa de correcdo e reparo do organismo, o enigma das células T regulatérias
fortemente reativas, a deteccdo de &cidos nucleicos como “trigger” inicial da
autoimunidade e a predilecdo da autoimunidade ao sexo feminino como as
principais vias que induzem ao desenvolvimento da autoimunidade
(THEOFILOPOULOS et al, 2017).

Outra via, que € inerente ao estresse celular, € baseada na ruptura da
cromatina por nucléolos durante o estresse celular, onde estes podem expandir
drasticamente devido ao aumento dos niveis de poliamina, que se relaciona a
descricdo de muitas doencas autoimunes. Além disso, 0 cromossomo X inativo teria
um poder de interacdo anormal com estes nucléolos, 0 que geraria uma expansao
drastica e englobamento da cromatina vizinha, com consequente rompimento do

cromossomo X inativo durante este processo (SELMI, 2018).

Ao pesquisar "autoimunidade" dentre os mais importantes periédicos
indexados, como nature immunology, journal of imunology e autoimunity reviews
(por exemplo), os principais resultados obtidos séo lUpus eritematoso sistémico

(les), artrite reumatoide (ar), esclerose sistémica (es) e cancer (SELMI, 2018).

2.2. LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO



17

A historia do LUpus ndo € muito abordada nos artigos ou revisées que trazem
esta patologia como enfoque, porém é concenso que a primeira descricéo clara do
lGpus eritematoso foi feita por Biett e relatada por seu aluno Cazenave em 1833,
com denominacéao de “eritema centrifuga”. Posteriormente, em 1851, Cazenave o
renomeou para Lupus Eritematoso. Apés esta data, houveram alguns avancos para
consolidar sua definicdo e subdivisdes, porém o achado mais significante posterior
a este foi feito por Willian Osler, em 1895, através da publlicacdo de 29 casos de
Lapus, associando o que até entdo era uma doenca cutanea como tendo relacéo
com manifestacfes sistémicas, modificando o termo para LUpus Eritematoso
Sistémico (LES) (SMITH & CYR, 1988).

Sua denominacao provém do latim “lupus”, que significa lobo, enquanto
eritematoso vem do grego, “erito”, que significa vermelho. Estes termos sao
designados em decorréncia do sintoma clinico de eritema ou rash malar, que é
evidenciado por mancha avermelhada e bolhas que incidem na extensdo do rosto
a altura do nariz e bochechas, assemelhando-se a face de um lob (NORMAN,
2016).

O LES é uma doenca crbnica, de origem autoimune e caracteristicas
inflamatoérias, que possui um amplo espectro de manifestacdes clinicas e
soroldgicas, onde sua principal caracteristica € a producdo de auto anticorpos,
ativacdo do sistema complemento e deposicdo de imunecomplexos em diversas
estruturas do organismo. De etiopatogenia ainda ndo tdo estabelecida, o mais
aceito atualmente € que o LES resulte da interagcdo complexa entre fatores
genéticos e exposi¢cdes ambientais, que culminam em um curso clinico imprevisivel
(ALl et al, 2018).

Dentro de um escore de risco genético, varios estudos envolvendo
gendmica confirmam pelo menos 28% de hereditariedade, independentemente de
comparacdes entre populacbes, sobretudo uma frequéncia aumentada de LES,
entre outras doencas autoimunes, em parentes de primeiro grau (DENG & TSAO,
2017).
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Um estudo gendmico recente, utilizando sequenciamento direcionado,
indicou que todos os alelos DR e DQ associados ao LES apresentam forte
desequilibrio de ligacdo com haplotipos regulatérios denominados XL9, o que
poderia aumentar a transcricdo do gene HLA classe Il, e este aumento da
expressdo superficial de moléculas HLA de classe Il em linhagens de células
imunes pode afetar uma variedade de processos funcionais que conduzem a uma
resposta imune hiperativa, caracteristico da patogénese da doenca (RAJ et al,
2016).

Outro fator € a ocorréncia de mutacdes no bragco curto do cromossomo 6,
que alterem as estruturas do MHC aumentando as frequéncias de
determinados haploétipos, se relacionam com o maior risco de desenvolvimento da
doenca (CRUZ-TAPIAS, 2012).

Além do fator genético supracitado, dentre os fatores ambientais ja
documentados sé@o descritos a radiacdo UV; particulas de ar poluido; tracos de
uranio, mercurio, cadmio, niquel, ouro, cobre, zinco, silica e selénio; e ainda hd uma
evidéncia indireta quanto a influéncia por infec¢des virais, como pelo Epstein Barr
Virus (GULATI & BRUNNER, 2018).

E uma patologia caracterizada pela heterogeneidade de sintomas clinicos,
justificados pela possibilidade de deposicdo dos imunocomplexos nos mais
diversos 6rgaos ou sistemas diferentes, o que culmina em sinais e sintomas
distintos. Estes imunocomplexos sdo decorrentes da juncdo de autoanticorpos e
componentes do sistema complemento, sendo o primeiro uma das principais
carecteristicas da doenca, sobretudo no subtipo de anticorpos antinucleares,
considerados os prinicpais mediadores definitivos da lesdo tecidual (ASSIS &
BAAKLINI, 2009).

E uma doenca que por si s6 gera sinais e sintomas que podem progredir com
gravidade, e ainda pode ser um fator importante de complicacdo no curso clinico

de de outras doencas, potencializando o risco de mortalidade.
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2.3. EPIDEMIOLOGIA

Dados epidemiologicos mundiais mostram uma incidéncia de 0,3 a 23,7
casos por cada 100.000 pessoas/ano, dentro de pacientes que atingem os critérios
do ACR (ACR 1982 e 1997); e prevaléncia de 6,5 a 178,0 por cada 100.000
pessoas/ano, ressaltando que esses numeros podem variar de acordo com o local,
etnia, idade e género. Dentro destes valores, destaca-se uma predominancia
particular em mulheres negras, tendo idade fértil como faixa etéaria incidente. Vale
ressaltar ainda que embora exista uma predominancia dentro do perfil supracitado,
individuos de todos os géneros, idades e de ancestralidades distintas séo
susceptiveis ao seu desenvolvimento (PONS-ESTEL et al, 2017; GHODKE-
PURANIK & NIEWOLD, 2015).

Dados brasileiros consistentes e atuais ainda sdo escassos, porém se
observou incidéncia de 8,7 a cada 100.000 na cidade de Natal, no Rio Grande do
Norte (BEZERRA et al, 2005); e 4,8 a cada 100.000 em Cascavel, no Parana
(NAKASHIMA et al, 2011).

Um estudo entre 2002 e 2011 mostrou 8.761 mortes de paciente com LES,
representando 4,76 mortes/105 habitantes, tendo como idade média 40,7 anos.
Pacientes com LES em paises emergentes (como o Brasil), apresentaram pior
prognostico em decorréncia do baixo nivel socioeconémico e educacional dessas
populacdes, bem como o atraso no diagndstico, dificuldades de acesso a servigos
de saude, além de apresentarem infec¢cdes e complicacbes da doenca de uma
forma mais frequente (COSTI et al, 2017; SOUZA et al, 2012).

2.4. ETIOPATOGENESE DO LES

O LES é uma doenca autoimune sistémica com caracteristica de resposta
auto-imune policlonal contra numerosos auto-antigenos nucleares, tendo assim
presenca persistente de anticorpos antinucleares que indicam, a longo prazo, uma
imunossupressao. A afinidade e o tamanho do clone de tais efetores imunes
adaptativos persistentes, anticorpos e células T autorreativas, determinam a
atividade da doenca. Os principais anticorpos antinucleares produzidos séo do tipo

ANA, denominados anticorpos antinucleares, que atuam principalmente contra os
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componentes do DNA, como ribonucleoproteinas e histonas, formando os
complexos imunes também caracteristicos (WEIDENBUSCH et al, 2017).

Sob condi¢des inflamatorias, neutrofilos morrem por um processo chamado
Netose. Durante este processo, estes liberam armadilhas extracelulares (NET’s)
que contém mitocondrias e alvos de DNA funcionam como antigenos na
patogénese do LES. O mtDNA (DNA mitocondrial) derivado dos NET’s estimula
fortemente as células dendriticas plasmocitdéides (PDC’s) para producédo de
interferon alfa (INF-a). O papel dos neutréfilos na patogénese do LES é ainda
sublinhada pela nocao de que espécies reativas de oxigénio (EROS) produzido por
neutréfilos citosolicos mutados estd associado com o LES em seres humanos.
Em neutrdfilos de baixa densidade, 0os quais S80 numerosos em pacientes com
LES, ha elevada producdo de EROS mitocondrial, com formacdo de NET’s
interferogénico (WEIDENBUSCH et al, 2017).

Além disso, o fator regulador de intérferon (IRF5 e IRF7), transdutor de sinal
e ativador da transcricdo 4 (STAT4), toll-like receptors (TLR7, TLR8 e TLR9) estdo
envolvidos na deteccdo de acidos nucléicos e na producdo de intérferon tipo |
(INF1) por APC’s (Células Apresentadoras de Antigenos, do inglés Antigen
Presenting Cells), incluindo as células Dendriticas. Estes propiciam um ambiente
pré-inflamatério, subsidiando surgimento e permanéncia do LES (MOULTON et al,
2017).

Como fatores de exacerbacdo da doenca e seus sinais clinicos temos as
infeccdes, pela sua caracteristica de exposicéo do sistema imunoldgico a padrées
moleculares associados ao patégeno (PAMPs, do inglés Pathogen-associated
Molecular Pattern) que ativam os receptores de reconhecimento de padrées (PRR)
do sistema imune inato para induzir antigeno-apresentacédo, onde entdo a
imunidade inata leva a imunidade adaptativa e a autoimunidade. Outro fator
desencadeante das crises de LES podem ser a morte celular relacionada a traumas
ou queimaduras solares, que expde o0 sistema imune inato a detritos nucleares
derivados de células mortas, que tem o potencial de ativar clones de anticorpos

antinucleares e outros autoantigenos nucleares em individuos com uma déficit
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génico para limpar rapidamente o material nuclear e outros detritos de células
mortas do espaco extracelular ( WEIDENBUSCH et al, 2017).

Séao documentados muitos loci génicos de envolvimento na patogénese do
Lapus, como por exemplo os genes envolvidos na sinalizacdo, producdo e
sinalizacdo do intérferon |, pelo potencial de quebra da auto-tolerancia pela ativagéo
de células apresentadoras de antigenos apds a absorcdo de antigenos proprios.
Porém, o maior destaque se da na molécula HLA, integrantes do MHC (Complexo
de Histocompatibilidade Principal) de reconhecimento antigénico, por ser um
sistema primario de resposta imune adquirida, com alto indice polimérfico e
participagcdo comprovada da patogénese do LES (GHODKE-PURANIK &
NIEWOLD, 2015).

Agregando o conhecimento dos varios artigos que mencionam a patogénese

do LES, podemos concluir que a mesma ocorre, de forma simplificada, da seguinte

maneira.
. . < ANTICORPOS AUTO-
ANTIGENO PROPRIO PLASMOCITOS REATIVOS
e — e — e —
QUIMIOTAXIA PARA
IgM / FAGOCITOSE INEOCTOSIE IMUNOCOMPLEXOS
— — —
INTERIORIZACAO DE PRODUGAO DE ATIVACAO SISTEMA
PARTICULAS CITOCINAS COMPLEMENTO
T —— T ——
i REAGAO COM | DEGRADACAO
HLA Il LICDa S IMUNOCOMPLEXO TECIDUAL

Figura 1: Fluxograma do desenvolvimento patogénico do LES: Um antigeno préprio € reconhecido pelo IgM ou
englobado através de fagocitose. Com isso, essas particulas s&o interiorizadas, processadas e entdo
apresentados ao HLA, que por sua vez migra para a por¢ao citoplasmatica. Desta forma, ocorre a apresentagéo
deste complexo ao Linfécito TCD4+ que inicia o processo de producdo de citocinas, que atuam tanto na
quimiotaxia de Linfécitos B como para conversao das células B em Plasmécitos. Estes, iniciam producéo de
anticorpos DNA-especificos, que progridem na formagéo dos imunocomplexos, caracteristicos da patogénese
do LES. A presenca destes imunocomplexos tém a capacidade de ativar o sistema complemento, e a reacdo
entre ambos gera um processo de inflamacg&o local e consequente degradacédo tecidual, que culmina no
surgimento dos sinais e sintomas da doencga, que podem variar mediante a estrutura acometida. Fluxograma
pensado e elaborado pelo autor.
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2.5. DIAGNOSTICO

O diagnostico do LES é feito com base nos parametros estabelecidos pelo
American College of Rheumatology em 1982, com revisdo em 1997, dispostos da

seguinte forma (tabela 1):

Tabela 1 — Critérios de classificacdo de LES do American College of Rheumatology,

revisados em 1997

ITEM SINAIS E SINTOMAS DESCRICAO

1. Eritema malar Lesdo eritematosa fixa em regido malar, plana ou em
relevo.

2. Leséo discoide Lesédo eritematosa, infiltrada, com

escamas queratéticas aderidas e tampes foliculares,
gue evolui com cicatriz atréfica e discromia.

3. Fotossensibilidade Exantema cutdneo como reag¢do ndo-usual a
exposi¢cdo a luz solar, de acordo com a histéria do
paciente ou observado pelo médico.

4, Ulceras orais e nasais Ulceras orais ou nasofaringeas, usualmente
indolores, observadas pelo médico.

5. Artrite N&o-erosiva envolvendo duas ou mais articulacdes
periféricas, caracterizadas por dor e edema ou derrame
articular.

6. Serosite Pleuris (caracterizada por histéria convincente de dor

pleuritica, atrito auscultado pelo médico ou evidéncia de
derrame pleural) ou pericardite (documentado por
eletrocardiograma, atrito ou evidéncia de derrame

pericardico).

7. Comprometimento Renal Proteindria persistente (> 0,5 g/dia ou 3+)
ou cilindrdria anormal.

8. Altera¢cBes Neuroldgicas Convulséo (na auséncia de outra causa) ou psicose (na
auséncia de outra causa).

9. Alteracdes Hematoldgicas Anemia hemolitica ou leucopenia (menor que

4.000/mm3 em duas ou mais ocasides) ou linfopenia
(menor que 1.500/mm3 em duas ou mais ocasifes) ou
plaquetopenia (menor que 100.000/mm3 na auséncia
de outra causa).

10. Alteracdes Imunolégicas Anticorpo anti-DNA nativo ou anti-Sm ou presenca de
anticorpo antifosfolipide com base em:

a) niveis anormais de IgG ou IgM anticardiolipina;
b) teste positivo para anticoagulante lupico; ou

c) teste falso-positivo para sifilis, por, no minimo, seis
meses.

11. Anticorpos Antinucleares Titulo anormal de anticorpo antinuclear por
imunofluorescéncia indireta ou método equivalente,
em qualquer época, e na auséncia de drogas
conhecidas por estarem associadas a sindrome do
lGpus induzido por drogas.
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Para um diagndstico positivo deve-se obter quatro ou mais dos onze
parametros elencados acima de forma simultanea. Seguindo-a, o diagndstico pode
ser feito com 95% de especificidade e 85% de sensibilidade. Dos itens, o mais
relevante é a deteccédo de anticorpos antinucleares, sobretudo o Anti-DNA e o anti-
Smith (MAIDHOF & HILAS, 2012).

Dentro dos critérios apontados anteriormente, no Lupus Eritematoso
Sistémico ha um destaque para as altera¢des cutaneas da doenca, pela formacao
de les@es crostosas, incluindo o classico eritema em forma de borboleta, conforme

ilustrado nas imagens que seguem (KAUL et al, 2016):

Figura 2: Imagens de lesfes cutaneas caracteristicas do LES, onde: A: Lesédo cuténea localizada em dorso; B: Leséo
cutanea localizada na regidéo palmar; C: Lesédo ou eritema em asa de borboleta, que ocorre da base do nariz e segue
por toda a extensdo das bochechas, caracterizando o rash malar; D: Lesdo lipica em lingua. Imagens capturadas
em 03/04/2019, as 17h, respectivamente em: Figuras A e B (hiips://www.gettyimages.co.uk/photos/lupus-

skin?sort=mostpopular&mediatype=photography&phrase=lupus%?20skin); Figura C
(https://www.medicinenet.com/image-collection/systemic_lupus_erythematosus_1 picture/picture.htm); e Figura D
(http://archhealthinvestigation.com.br/ArcHI/article/viewFile/912/1567).



https://www.gettyimages.co.uk/photos/lupus-skin?sort=mostpopular&mediatype=photography&phrase=lupus%20skin
https://www.gettyimages.co.uk/photos/lupus-skin?sort=mostpopular&mediatype=photography&phrase=lupus%20skin
https://www.medicinenet.com/image-collection/systemic_lupus_erythematosus_1_picture/picture.htm
http://archhealthinvestigation.com.br/ArcHI/article/viewFile/912/1567
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Posterior a essa classificacdo, foram estabelecidos critérios com alguns
pontos diferentes, elencados pelo SLICC (Systemic Lupus International
Collaborating Clinics) em 2012, que estabelece novos pontos a serem
considerados, porém sem ainda desvalidar o ACR de 1982. Neste, a categoria de
fatores hematoldégicos e o0s anticorpos antinucleares sédo divididos
em subitens distintos, critérios estes que sdo cumulativos e ndo precisam estar
presentes simultaneamente. O paciente deve contemplar quatro critérios, sendo
pelo menos um clinico e um imunoldgico, ou ainda possuir nefrite comprovada por
bi6psia compativel com LES e com anticorpos ANA ou anti-dsDNA, conforme
descrito na tabela abaixo (BALACHANDRAN & MATHEW, 2015) (tabela 2):

Tabela 2 — Critérios revisados pelo SLICC para diagnéstico de LES em 2012.

CRITERIO ITEM DESCRICAO
CRITERIOS CLiNICOS - | 1 Lapus cutaneo agudo
LABORATORIAIS 2 LUpus cuténeo crbnico

3 Ulceras orais ou nasofaringeas
4, Alopércia (“no-sarring”)
5. Sinovite envolvendo mais que 2 articulacdes
6 Serosite
7 Manifestacdes renais
8 Manifestacdes neuroldgicas
9. Anemia hemolitica
10. Leucopenia/Linfopenia
11. Trombocitopenia
CRITERIOS IMUNOLOGICOS 12. Anticorpos anti-nucleares (ANA)

13. Anti-dsDNA
14. Anti-Sm

15. Anticorpos anti-fosfolipidios

16. Baixa quantidades de proteinas do sistema
complemento

17. Teste de coombs direto

Porém é importante lembrar que LES ainda € uma doenca cujo diagnostico
€ de excluséo frente a outras patologias, o que pode acabar culminando em uma
demora diagndstica, que é crucial no inicio do tratamento, consequente controle

dos sintomas clinicos e complicagdes.
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2.6. HLA

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH ou, do inglés, MHC
— Major Histocompatibility Complex) é o responsavel pela identificacdo de
antigenos. Na espécie humana, os genes desse complexo recebem o nome de
sistema HLA (do inglés, Human Leukocyte Antigen, ou Antigeno Leucocitério
Humano), que se divide em 3 regides ou classes principais, denominadas |, 1l e Ill
(TROWSDALE & KNIGHT, 2013). Estas estruturas se localizam no braco curto do
cromossomo 6 e tém diferentes fungdes, conforme podemos observar na figura 3

abaixo.

Cromossomo 6

Brago longo Braco curto

Regido HLA
6p21.1-21.3

Classe Il Classe Ill Classe |

: ] )
( DP DM DQ DR\ E‘ACZHsp?OTNF B C E A G F

D DDD D DD LTLTD DDD DD DD D DD
PERRP O MM MAMAO QQQ Q Q RR R R R
B ABA A AB PPPPB BAB B A BB B B A
2, 2 1.4 2 1°7.:2 2 2:3 11 1 2 3 teeee 9

T T

T u T u u
3300 3200 3100 3000 2900 2800 2700

Figura 3: Mapa da regido do complexo HLA, proveniente do brago curto do cromossomo 6. Em
énfase, o desdobramento do HLA de classe Il, visto com maiores detalhes. Traduzido de:

o Classe I: Glicoproteina de membrana expressa em células nucleadas para
exposicao de peptideos enddgenos a serem reconhecidos pelos linfocitos T
citotoxicos CD8+;

o Classe ll: Glicoproteina de membrana expressa em APC’s, para exposi¢cao
de peptideos exdgenos a serem reconhecidos pelas células T auxiliares CD4+;

o Classe llI: Codificacao proteica de integrantes do sistema complemento e

moléculas envolvidas no processo inflamataorio.


https://www.semanticscholar.org/paper/Early-prediction-of-autoimmune-(type-1)-diabetes-Regnell-Lernmark/9bfb91c9f52f539b1472742cbccdf68746998d34
https://www.semanticscholar.org/paper/Early-prediction-of-autoimmune-(type-1)-diabetes-Regnell-Lernmark/9bfb91c9f52f539b1472742cbccdf68746998d34
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A funcéo primordial das proteinas de classe | e Il séo transportar para a
superficie celular, peptideos derivados de proteinas processadas/degradadas
dentro das células. A classe | transporta peptideos oriundos dos proteossomos,
enguanto que a classe Il, os produtos processados nos endossomos, ambos para
apresentacao as células T (GOLDBERG & RIZZO, 2014).

O HLA pode apresentar uma ou duas cadeias de subunidade. Os de classe
| possuem apenas uma cadeia a, enquanto os de classe Il possuem duas: uma
subunidade a e uma (. Tais subunidades s&o sintetizadas e o0s respectivos
heterodimeros, a e B, sdo formados no reticulo endoplasmatico da célula, porém
de maneiras distintas. Enquanto que a classe | recebe seus peptideos ainda no
reticulo, através do auxilio da PLC (peptide-loading complex); a classe Il tem de ser
transferida para o fagolisossomo, para a montagem final. As moléculas do HLA
sdo divididas em 3 por¢des: uma citosoélica, para transducdo de sinais; uma
transmembrana, que acopla a molécula a camada bilipidica da membrana; e uma
extracelular, para apresentacdo dos peptideos (GOLDBERG & RIZZO, 2014).

Dentro do que € sabido no desenvolvimento do Lupus, os estudos
documentam um maior envolvimento do HLA de classe IlI, uma vez que ele é
responsavel pela apresentacdo de peptideos aos receptores de linfécitos T, o que
corrobora com a patogénese descrita desta doenca. Elas estdo presentes nas
superficies das APC’s, como macrofagos, linfocitos B e células dendriticas
(FERNANDES et al, 2003). Desta maneira, essa classe de HLA foi escolhida no

presente estudo para correlacionar com o desenvolvimento do LES.

Estruturalmente, € composto por uma cadeia a e uma B polipeptidicas,
ambas divididas em dois dominios (a1/a2 e B1/2). Os dominios de final 1
apresentam maior polimorfismo, com cerca de 90 aminoacidos residuais, para
moléculas HLA-DQ e HLA-DP. A interagdo dos segmentos a1 e 1 forma o sulco
de ligacdo ao peptideo, que, estavel, facilita sua apresentagdo ao receptor do
linfécito T CD4 (McDEVITT, 2000), conforme ilustrado abaixo:
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REGIAO DE LIGAGAO DO PEPTIDEO REGIAO DE LIGAGAO DO PEPTIDEO
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vl .
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L 1L 1
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(A) PROTEINA MHC DE CLASSE | (B) PROTEINA MHC DE CLASSE II

Figura 4: Estrutura das moléculas HLA, em suas classes | e Il. Apresentacdo das moléculas nas
porcoes citosdlica, transmembrana e extracelular. Traduzido de:

Isso ocorre quando estas particulas sdo reconhecidas pelos receptores de
células B, e no caso do LES, isso se d& pela estrutura IgM (imunoglobulina M). Este
receptor reconhece e interioriza estes fragmentos, que séo entdo processados pelo
Complexo de Histocompatibilidade Principal de classe Il (MHC Il). Apés este
processo, a célula B (ou linfécito B), apresenta esta “jun¢do” ao linfécito T auxiliar
CD4, que reconhece e inicia a producédo de citocinas. Estas citocinas, por sua vez,
tém a capacidade de ativar o linfécito B, que entdo se diferencia em plasmacito,
que ira produzir e secretar anticorpos auto reativos DNA-especificos. As
consequentes ligagdes dos “antigenos” com os anticorpos produzidos dardo origem

aos imunocomplexos, caracteristicos da fisiopatologia do LES (CAROLL, 2004).

Quando estes imunocomplexos ndo sao eliminados pelo organismo, eles
podem ser depositados nas mais diversas estruturas do organismo, cOmo vasos
sanguineos, pele, rins e articulacdes e tal deposicéo, a longo prazo, ativa o sistema

complemento, com producdo de anafilotoxinas. Com isso, h4 aumento na
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permeabilidade dos vasos e quimiotaxia de leucécitos e neutréfilos para o local
acometido. A reacdo dos neutréfilos com os imunocomplexos gera producdo de

enzimas com alta capacidade de degradacéo tecidual local (BALESTIERI, 2006).

Segundo o site HLA Nomenclature ( , 2017), sé&o
documentados 17.166 alelos, sendo destes 4.622 do tipo HLA de classe Il, divididos
entre os haplétipos: DRa, DR, DQal, DQB1, DPal, DPa2, DPB1, DPB2, DMa,
DM, DOa e DO. Muitos estudos mostram que ha uma relacéo entre o LES e os
alelos HLA de classe I, justamente pelo fato destas moléculas apresentarem
antigenos as células T. Os principais alelos descritos na literatura sédo os DR e DQ,
em decorréncia de relacdo direta com a producdo de auto anticorpos durante a
patogénese do LES (WAKELAND et al, 2001).

2.7. NOMENCLATURA

Desde 1964, ano em que ocorreu o 1°Workshop Internacional de
Histocompatibilidade (IHWS), ocorrido em Durham, na Carolina do Norte (EUA),
que se iniciou uma dedicacdo a nomear o HLA através de analises
sorologicas. Apos varios workshops e mudancgas nas nomenclaturas, desde 2010
temos um modelo que até entdo € o que se encontra em vigéncia. Este se baseia
apos analises moleculares (TORRES & MORAIS, 2011).

A nomenclatura surge ao associar varias caracteristicas do haplotipo,

conforme ilustrado abaixo:

HLA - A * 24 : 02 : 01 : 01
- A,* 24 : 01 : 02 L

=/ ]\

Gene Separador Grupodo Protema Mutagao  Polimorfismo  Nulo = N

alelo silenciosa  fora daregido Low = L
(equivalente eSpeCfﬁca (sindnima)  codificante ~ Secr = S
soroldgico) Quest = Q

Figura 5: Exemplo de denominacdo de um haplétipo derivado do HLA. Obtido de:
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Dentre as moléculas agrupadas na regiao classe Il do MHC, temos os trés
principais HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP, codificadas por loci genéticos distintos. A
proteina obtida como produto final é derivada de atuacdo simultanea de duas
cadeias de membrana, denominadas a e . Estas se unem de forma ndo covalente
para formar o sulco de ligacdo ao peptideo/antigeno acima de uma estrutura
conservada membrana-proximal, que tem por objetivo interagir com as
células TCD4 (McCLUSKEY et al, 2017).

Desta forma, assim como as proteinas sdo denominadas a e 3, 0s genes
que as originam dentro do complexo MHC classe Il também possuem na sua
denominacdo o0s subtipopsae3, e por isso as nomenclaturas sdo DRa
e DR, DQa e DQ, DPa e DP), que podem ainda se subdividir em 1 ou 2. Entéo,
em decorréncia dessa peculiaridade, além da forma de obter a nomenclatura ja
mencionada, acrescenta-se o simbolo de a ou B apés a sigla do gene (DR, DP ou
DQ), para denominacdes dentro da classe 1l, como por exemplo HLA-
DRB1*13:01:01:02, onde podemos ter (MARSH etal, 2010; McCLUSKEY et
al, 2017):

e HLA é aregido ao qual ocupa;

e HLA-DRB1 (beta 1) € uma porcéo particular do l6cus HLA;

e HLA-DRB1* pois o é colocado para aluséo a técnicas moleculares
gue culminaram em sua descoberta;

e HLA-DRB1*13 por ser um grupo de alelos que codificam
o antigeno DR13;

e HLA-DRB1* 13:01 por 01 ser um alelo HLA especifico;

e HLA-DRB1* 13:01 N quando este se apresenta como um alelo nulo;

e HLA-DRB1* 13:01:02 para um alelo que difere por um sinénimo de
mutacédo da DRB1* 13:01:01;

e HLA-DRB1* 13:01:01:.02 para os alelos que contém uma mutacéo
fora da regido de codificacdo de DRB1* 13:01:01:01.
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O numero de alelos em cada um dos loci da classe Il esta crescendo de
forma constante, pois atipagem HLA de alta resolugéo é aplicada em testes
clinicos e antropologicos (McCLUSKEY et al, 2017).
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3 OBJETIVOS
3.10BJETIVO GERAL

e Analisar a distribuicdo dos alelos do gene DRB1 do loci HLA classe Il em
pacientes adultos portadores de Lupus Eritematoso Sistémico (LES) no

estado de Pernambuco.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Rebuscar ferramentas de Bioinformatica para a deteccdo de variantes
alélicas do HLA;
e Avaliar os alelos do gene DRB1 em pacientes com diagndstico clinico e

laboratorial para Lupus Eritematoso Sistémico.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 DESENHO DO ESTUDO

Esta pesquisa possui natureza aplicada, com tratamento quantitativo dos
dados, carater descritivo e explicativo e comportamento ex post facto em relagéo a
doenca.

Foi realizado analise através de DNA de pacientes portadores de LES, com
diagnéstico clinico comprovado e vigéncia de resultado laboratorial positivo para
FAN (Fator Antinuclear), através de extracdo de sangue periférico. Estes pacientes
eram brasileiros, com idade maior que 18 anos e com acompanhamento clinico

continuo no setor de Reumatologia do Hospital das Clinicas do Recife — PE.

Como grupo controle, foram utilizadas amostras de DNA de um banco de
controles saudaveis pareados quanto a miscigenacdo genética, denominado
“Ancestralidade”. Este grupo foi composto de individuos com idade superior a 18
anos; auséncia de diagnéstico, sintomatologia e histérico familiar para doencas

cronicas ou autoimunes.

Foram excluidos da referida pesquisa pacientes menores de idade (18 anos),
estrangeiros, com diagndstico ainda indefinido ou com

outras comorbidades genéticas, autoimunes ou crénicas.

Este projeto foi aprovado pelo CEP (Comité de Etica na Pesquisa) da
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE, sob numero de CAAE:
24374913.0.0000.5208.

4.2 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Foi realizada a coleta de aproximadamente 8 mL de sangue venoso
periférico em tubos contendo EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-Acético) de cada
paciente. As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami, da Universidade Federal de Pernambuco (LIKA/UFPE), onde o DNA
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gendmico foi isolado a partir das células do sangue periférico de cada paciente

seguindo as instru¢des do protocolo pré-estabelecido.

Posteriormente, as amostras foram quantificadas, armazenadas em
eppendorfs contendo identificacdo de cada uma e mantidas em freezer sob

temperatura de -20°C.

4.3ELABORACAO DOS PRIMERS

Foirealizada busca em artigos cientificos quanto a SNP’s (do inglés, Single
Nucleotide Polymorphism, ou Polimorfismo de Nucleotideo Unico) para HLA que
pudessem ser utilizados na presente pesquisa. Todos os SNP’s encontrados,
diferentemente do que os artigos abordavam, foram consultados em bases de
dados e seus resultados apontaram para SNP’s intrénicos ou intergénicos
unanimemente, o que descaracteriza sua funcionalidade, inviabilizando seu uso na

presente pesquisa.

Frente a esta questdo, optou-se pela elaboracdo de uma metodologia
bioinformética para busca e deteccéo de variantes do HLA, inicialmente focada nos
primers a serem utilizados. Para tal, foi procedido com pesquisa de todas as
sequéncias génicas do HLA no site HLA Databases. Apds obtencao destes dados,
utilizou-se o programa “R” para compilar as diversas sequéncias em segmentos
anicos, intitulados “sequéncias consenso” ou “majoritaria”, obtendo uma sequéncia
Unica do Exon 2 para DRB1, conforme segue abaixo. Além das sequéncias, o “R”
pbdde mostrar as principais areas polimorficas dentro das sequéncias génicas
obtidas, conforme demonstrado na Tabela 3:

Tabela 3: Sequéncia Majoritaria dos Genes escolhidos, obtidas através de sintese realizado pelo
programa "R", seguidos de suas regides de maior polimorfismo e tamanho do amplicon.

DRB1

SEQUENCIA CACGTTTCTTGGAGCAGGNTAAGCATGAGTGTCATTTCTTCAATGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTG

MAJORITARIA | GACAGATACTTCTATAACCAAGAGGAGTACGTGCGCTTCGACAGCGACGTGGGGGAGTACCGGGCGG
TGACGGAGCTGGGGCGGCCTGATGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGACCTCCTGGAGCAGAGGC
GGGCCGCGGTGGACACCTACTGCAGACACAACTACGGGGAGGACCTCCTGGAGCAGAGGCGGGCCG
CGGTGGACACCTACTGCAGACACAACTACGGGGTTGGTGAGAGCTTCACAGTGCAGCGGCGAG

PRINCIPAIS NUCLEOTIDEOS 99 E 252

REGIOES

POLIMORFICAS

AMPLICON 238 PB
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A partir das sequéncias consenso, péde-se iniciar o processo de elaboragao
dos primers. A sequéncia dada pelo “R” foi aplicada ao site Primer 3 Input (site:

http://primer3.ut.ee/) para verificar as regides de anelamento dos possiveis primers,

uma vez que o objetivo seria anelar nas regiées mais extremas da sequéncia, para

que fosse possivel amplificar o maximo possivel do gene.

Para elaboracdo do primer reverse, além da etapa supracitada, foi
necessario aplicar os primers pretendidos ao site Reverse Complement (site:

https://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html), que traduz uma determinada

sequéncia em sua sequéncia de complementariedade. Apds obter os possiveis
primers, eles foram passados no site OligoCalc (site:
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html), site que testa as chances de
Hairpin, que é a possibilidade do primer anelar nele mesmo durante a reagéo de
PCR, o que também é chamado de “grampo”.

Feito isto, os primers foram aplicados ao site da Thermo Fisher (site:
https://www.thermofisher.com/br/en/home.html), no qual , é visto a temperatura de

anelamento, Melting, diferenga de temperatura entre os primers Forward e Reverse
e o tamanhos limites do primer, para que eles pudessem ser escolhidos dentre dos

parametros onde sua acéo fosse mais efetiva possivel.

Ao passar por todas estas etapas, os primers escolhidos para DRB1 foram

0S que seguem descritos abaixo na tabela 4:

Tabela 4: Primers elaborados, seguidos de suas posi¢des para anelamento, temperatura de Melting
e tamanho.

GENE PRIMER POSI(;AO ™ TAMANHO
DRB1 — | AGTGTCATTTCTTCAATGGGACG 27 A 49 62,5°C 23 PB
FORWARD
DRB1 - | CGCTGCACTGTGAAGCTCTC 306 A 355 62,5°C 20 PB
REVERSE

Apé6s chegada dos primers, que vém liofilizados, foi procedido com
suspensao dos mesmos com agua ultrapura (Milli-Q®) para ficarem na igual

concentragéo de 100uM (micro molar).


http://primer3.ut.ee/
https://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
https://www.thermofisher.com/br/en/home.html

4.40TIMIZACAO DOS PRIMERS
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Foi procedido com teste piloto de otimizacdo dos primers para elencar a

melhor concentracdo dos reagentes e temperaturas a serem utilizadas no processo

de PCR. Apés diversas tentativas, tanto de concentragcdes dos Mix’s, como de

PCR’s e Eletroforese, definido o padrao que seriam aplicadas as amostras de casos

e controles, conforme mostrado na tabela 5 abaixo:

Tabela 5: Especificacdes dos reagente e concentragBes utilizadas no processo de PCR,
termociclagem e eletroforese em Gel de Agarose aplicadas as amostras.

PCR

REAGENTE
Tampéo (Buffer)
MgCI2

dNTP’s

Forward DRB1
Reverse DRB1
Taqg Polimerase
Agua Mili-Q

DNA

Volume total
TERMOCICLAGEM
Ciclos

Tm
ELETROFORESE
REAGENTE
Concentracdo da Agarose
TBE

Brometo de Etideo
Volts

Mili-Ampére

Watt

Tempo

DRB1

CONCENTRACAO
5X

1,8Mm

0,2mM

0,5mM

0,5mM

1,25U/uL

50ng/uL

35 ciclos
53°C

VOLUME PARA 1 AMOSTRA
5uL

1,8uL

2,5uL

1,25pL

1,25pL

0,25uL

10,95uL

2uL

25MI

VOLUME / QUANTIDADE
1% (1,39)

130ml

15ul

100V

500mA

150w

50’

Segue abaixo imagens de Eletroforese em Gel de Agarose, capturadas

durante o processo de otimizag&o dos primers. O gel em questao, foi realizado para

os testes de variacao de temperatura. Este procedimento foi feito utilizando cubas

da Loccus® sob as condi¢cbes descritas anteriormente:
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Figura 6: A- Eletroforese em gel de Agarose como piloto das rea¢des com o gene DRB1. Na imagem,
reacbes submetidas a diversos graus de temperatura diferentes, em sequéncia: 53°C, 54,3°C,
55,1°C, 55,8°C, 57,1°C, 57,9°C E 59°C. B- Eletroforese em gel de Agarose no piloto das reacdes,
na foto para o gene DRB1, em PCR sob temperatura 53°C.

4.5GENOTIPAGEM

Sob concentragéo de 50ng/uL, 2 uL de DNA foi adicionado a 23uL do mix de
reagentes mencionados no item anterior e submetidos a PCR (Reacdo em Cadeia
de Polimerase).

Apbs esta etapa, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
Agarose para confirmagdo de amplificagdo da PCR. Um volume de 5uL das
amostras foi associado com 2uL de Tampao Loadding na cor verde. As amostras

foram colocadas em gel na concentracéo de 1%.

As amostras que se mostraram amplificadas através da eletroforese foram
posteriormente submetidas ao Sequenciamento de Sanger, ocorridas no
Laboratério de Genética Molecular Humana da UFPE. Em nova placa, colocou-se
5uL do produto de PCR associado com 2uL de Exosap. Placa submetida ao vortex
para homogeneizacdo dos seus conteudos e em seguida foi aplicada ao
termociclador Applied Biosystems®, sendo: temperatura de 37°C por 15 minutos e

80°C por mais 15 minutos.

ApOs esta reacao, feito quantificacdo do DNA destas amostras, que foram
aplicadas ao célculo: C1xV1=C2xV2, obtendo assim o volume de agua ultrapura a

ser incorporado as amostras para obtencdo de uma concentracdo de DNA em torno
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de 20ng/pL. Feito isto, a placa foi selada e entregue aos técnicos responsaveis do
Laboratorio de Genética Molecular Humana da UFPE, para realizacdo do

Sequenciamento de Sanguer.

O resultado do sequenciamento é entregue sob forma de arquivo
FASTA/AB1, o qual tem sua sequéncia traduzida através de ferramentas do
programa “R”, e, frente a este, houve uma enorme dificuldade na definicdo do alelo
em alta resolucdo. Isso ocorreu pela quantidade de polimorfismos que o HLA
possui, 0 que impossibilitou a deteccao do gene em mais de uma variacdo alélica,
forma como estes alelos s&o geralmente abordados nos estudos (Ex.:
DRB1*15:01). Como as diferencas entre as sequéncias sao infimas, dentro de um
mesmo grupo alélico, eram mostrados varios resultados de proteina HLA com o

mesmo percentual de identificagéo.

Para o0s resultados encontrados, as sequéncias obtidas pelo
sequenciamento foram aplicas ao Blast no NCBI, do HLA Databases e ainda um
Blast construido através de scripts do “R”, onde foram confrontados seus percentis
de identificacdo. Por uma questéo de fidedignidade, foi entdo considerado apenas

0 gene e o grupo alélico dos resultados nessas plataformas.

Para fins de maior significancia dos resultados encontrados, consultamos a
plataforma Alleles Frequencies, no intuito de ver quais os HLA ja catalogados na
populacao brasileira ndo associados a patologias especificas. Foi utilizado como
base um estudo realizado por Donadi, intitulado pelo préprio site como um estudo
na classificagdo “ouro”, e todos os nossos resultados eram alelos ja documentados
em populacado brasileira, o que trouxe ao resultado deste estudo um carater de

veracidade ainda maior.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A diferencga entre os valores da mediana da idade dos pacientes e controles
foi verificada através do teste de Mann-Whitney, enquanto que a diferencga entre as

proporcdes de género foi calculada através do Teste Exato de Fisher.
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As frequéncias alélicas entre os grupos caso e controle foram aplicadas ao
programa “R” (versdo 2.12.2), que através de suas ferramentas de script
propiciaram aplicacéo do Teste Exato de Fisher e Odds Ratio (OR). Este teste tém
a finalidade de confrontar as frequéncias alélicas de ambos o0s grupos, comparando
sua incidéncia e estabelecendo significancia entre os dados. Os resultados finais
da pesquisa foram os que obtiveram valores de p < 0,05, o que caracteriza

significancia estatistica.

Houve ainda mensuragéo do Intervalo do Confianga, com os limites inferiores

e superiores de confianca estimados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

O Lupus Eritematoso Sistémico é uma patologia genética de importante
incidéncia em todo mundo. Além do “agravo” que ja é peculiar da sua patogénese,
pessoas que vivem em paises de terceiro mundo, com um acesso limitado a
atencdo basica em saude, técnicas diagndsticas e tratamento, enfrentam o LUpus

sob um angulo ainda pior.

Dentro desta perspectiva, se faz imprescindivel o emprego da ciéncia e
tecnologia para se obter insumos que possibilitem a elaboracdo de técnicas
diagnosticas e terapéuticas. Por isso, vimos a importancia em se estudar, aplicado
a esta patologia, a expressédo do HLA-DRB1 dentro da populacéo brasileira.

Esta molécula apresenta uma imensa quantidade de polimorfismos que,
embora sejam Uteis para 0 seu processo de atuacdo, uma vez que possibilitam o
reconhecimento dos mais diversos peptideos; no contexto do rastreio dos alelos
promotores ocasiona uma dificuldade enorme, pois desta forma um grande nimero
de alelos compartilha do mesmo segmento génico e ndo pode ser facilmente
distinguido, pois 0 sequenciamento dessas estruturas acaba mostrando multiplas

variantes alélicas, que diferem em apenas poucos nucleotideos.

Estas informagdes corroboram a nossa dificuldade na definicdo do alelo em
sua apresentacdo em alta resolugéo, o que nos levou, para manter a confiabilidade
e significancia do estudo, apresentar o resultado na apresentacdo: Gene + LOcus
Génico + Grupo Alélico. Grupos de pesquisa que conseguem identificar alelos em
resolucbes maiores utilizam kits especificos cujas sequéncias dos primers nunca
sdo mostradas e sua comercializacédo é feita com precos muito elevados, o que

dificulta o acesso a muitos pesquisadores e centros de estudos.

Para a caracterizacdo das amostras, a mediana de idade no grupo caso
(pacientes com LES) foi de 34,49 anos de idade, enquanto que no grupo controle

saudavel a média foi de 48,00 anos de idade (p value: 0,003591).

Quanto ao género, houve predominio na populacdo feminina, que
apresentou 91,01% da incidéncia. Em contrapartida, o sexo masculino apresentou

8,9% de casos no presente estudo, tendo uma proporcao de 8,75 mulheres a cada
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homem. A faixa etaria do grupo controle foi de O grupo controle tinha faixa etaria
equivalente, contando com 66,07% de mulheres e 30,3% de homens, tendo 2,294

mulheres para cada homem (p value: 0,0009272).

Os dados supracitados, tanto para idade como para género, corroboram com
a literatura pois de fato reproduz as informagdes encontradas nas mais diversas
pesquisas em todo o mundo, onde o LES teria uma maior incidéncia em mulheres,
sobretudo em idade reprodutiva (PONS-ESTEL et al, 2017; GHODKE-PURANIK &

NIEWOLD, 2015).

Ao todo, foram sequenciados 490 alelos para o gene DRB1. Para o grupo de
pacientes com LES foram sequenciados um total de 178 amostras em 12 alelos
diferentes para DRB1. Ja no grupo controle, foram sequenciadas amostras de 69

individuos saudaveis, que resultaram no sequenciamento de 10 alelos. A

distribuicdo esta descrita na tabela 6.

Tabela 6 — Resultados do sequenciamento das amostras de pacientes com LES para o gene

DRB1.

ALELOS LES % CONTROLES % p-VALUE OR IC DE 95%
DRB1*15 95 26,69% 29 21,64% 0,29 131 | 0,80a2,19
DRB1* 03 66 18,54% 23 17,16% 0,79 109 | 0,63a1,94
DRB1*04 37 10,39% 22 16,42% 0,08 0,59 | 0,32a1,10
DRB1*14 37 10,39% 23 17,16% 0,04 0,56 | 0,30a1,03
DRB1*13 36 10,11% 8 5,97% 0,21 1,77 | 0,78a4,53
DRB1* 11 27 7,58% 8 5,97% 0,69 1,29 | 0,55a3,38
DRB1*16 21 5,90% 8 5,97% 1 0,98 | 0,40a2,64
DRB1*07 13 3,65% 2 1,49% 0,37 2,49 0,55 a

23,09
DRB1*08 12 3,37% — — 0,04 0,51 1,06 a Inf
DRB1*01 7 1,97% 7 5,22% 0,06 0,36 | 0,10a1,24
DRB1*09 3 0,84% 4 2,99% 0,09 0,27 | 0,04 a1,66
DRB1*12 2 0,56% --- --- 1 INF 0,07 a Inf

Embora numericamente mais evidentes, os alelos DRB1*15 e DRB1*03 nao
apresentaram nivel de significancia consideraveis. Os Unicos com p-value inferior
a 0,05 foram DRB1*08 e DRB1*14 (0,04, com OR: 0,56 para ambos), indicando

uma maior relevancia destes alelos no grupo doente em relagcdo ao grupo controle.

Em nossa populacdo de estudo, os resultados numéricos de forma isolada

apontaram uma incidéncia quantitativamente maior nos alelos DRB1*15 e



41

DRB1*03, atingindo 26% e 18% respectivamente das amostras do grupo de
pacientes. Estes sdo os alelos que mostram uma maior incidéncia nas literaturas
dos mais variados paises ha muitos anos. Cruz-Tapias (et al, 2012) em sua meta-
analise, explicita DRB1*03 como principal fator de risco para desenvolvimento de
LES na populacao latino-americana. J& Al-Motwee (et al, 2013), menciona em seu
estudo de caso-controle na populagdo lupica da Arabia Saudita, uma maior
susceptibilidade nos portadores do DRB1*15. Ainda em meta-analise, Xue (et al,
2018) mostra forte associacao tanto de DRB1*15 como DRB1*03 na populacdo

coreana portadora de Lupus.

Embora este seja o0 alelo mais documentado na literatura e tenha sido mais
expresso quantitativamente nos resultados, quando aplicado aos testes
estatisticos, ndo houve significancia inferior a 0,05 ao ser comparado ao grupo
controle (DRB1*15: 0,29 e DRB1*03: 0,79).

Dentro dos 12 alelos explicitados pelo sequenciamento, houve significancia
consideravel para DRB1*08 e DRB1*14 (p: 0,04 para ambos). Embora sejam
resultados “ndo-rotineiros” dentro do contexto do LES, ja existe em literatura

associacéo entre estes.

Em estudo de caso-controle na populagédo Coreana, Bang (et al, 2016) traz
DRB1*08 como um novo alelo associado ao LES, por este estar fortemente
associado ao risco de producdo de anticorpos anti-Sm, caracteristico na
patogénese do Lupus e um dos marcadores de rastreio para estabelecimento do
diagnoéstico, bem como associacdo no desenvolvimento de alteracdes
neuroldgicas. Além disso, DRB1*08 foi associado como facilitador ao
desenvolvimento de Esclerose Sistémica em meta-analise de Xu (et al, 2018), que

também é uma doenca autoimune assim como o LES.

Para Katkam (et al, 2018), em seu estudo de caso-controle na populagao
indiana, DRB1*14 teve resultado que o apontava como um fator protetor. Porém,
este mesmo estudo traz como principal fator de risco para LES a presenca do

DRB1*07 como o unico com significancia aceitavel dentro de um universo de 13
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alelos estudados, o que também se mostra um resultado atipico dentro dos alelos
ja associados ao LES nas literaturas de outros paises.

Ja segundo Hussain (et al, 2011), DRB*14 foi visto como fator de risco em
estudo caso-controle realizado no Paquistdo, por uma alta associacdo de sua
presenga com a incidéncia de LES, assim como os resultados do presente estudo.

Morris (et al, 2012) realizou estudo de meta-analise na populagéo europeia.
Este trouxe DRB1*08 como um alelo prevalente nesta populagdo de estudo,
intitulando-o inclusive como um “lécus classico” do LES. Ele refere ainda que em
seus resultados, associacdo também do LES com DRB1*14, embora que em menor

frequéncia se comparado a DRB1*08.

A meta-analise supracitada também realizou analise de haplétipos para a
susceptibilidade ao LES e referiu diversas vezes em sua discussao relacdo dos

alelos de DRB1 com DQAL1, por haver um forte desequilibrio de ligacao entre estes.

Esta informacéo ja havia sido mencionada muito antes por Mendes (et al,
1998) em estudo de caso controle na populacdo mexicana, que traz em seu artigo
que algumas populacdes podem ter o risco a doenca mais fortemente estimulado
pela atuacdo do haplétipo do que pelo alelo de forma isolada. Na ocasiéo, ele traz
gue em seus resultados, houve identificacdo do alelo DRB1*14 em forte
desequilibrio de ligacdo com o alelo DQA1*05, que é um forte percussor da
producdo de anticorpos anti-Ro e anti-La, 0 que poderia explicar os achados da
presente pesquisa. Ele traz ainda que houve super-expressao do alelo DRB*08 na
populacdo do México. Embora seja uma pesquisa antiga, ressalto sua relevancia
pelo fato de ser um dos poucos estudos que realizou o rastreio do HLA através de
analise do haplotipo, que € uma vertente relevante e pouco trazidas nas pesquisas

atuais.

Embora ndo haja uma descendéncia direta na populagdo brasileira dos
paises mencionados como tendo alelos DRB*08 e DRB*14 como relevantes, vale
ressaltar a heterogeneidade entre as pesquisas em todo o mundo quando o assunto

é HLA, uma vez que o polimorfismo natural desta molécula e a aplicacdo do fator
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ambiental (que se apresenta como fator determinante!) podem diversificar os genes

e alelos envolvidos dentro do universo de uma mesma patologia.

Frente ao papel ja descrito de cada alelo, comparando com a patogénese do
LES, podemos concluir que DRB1*08 tém seus indices aumentados pela sua
relagcdo com a producao de anticorpos anti-SM, que sao marcadores utilizados na
medicina para rastreio diagnostico. Assim como DRB1*14, que atuaria em
desequilibrio de ligacdo com o alelo DQA1*05 na producédo de anti-RO e anti-LA,
também marcadores de utilidade na rotina médica (Bang et al, 2016; Hussain et al,
2011; MENDES et al, 1998).

Outro achado obtido através de comparagdo entre as sequéncias primarias
e secundarias foi a incidéncia de 54,49% (n: 97) de alelos em heterozigosidade e
45,51% (n: 81) em homozigose, com maiores indices nos haplotipos DRB1*15/
DRB1*15 e DRB1*03/ DRB1*03 (35% e 24% respectivamente), conforme ilustrado
no grafico 1 que segue abaixo:

ESPECIFICACAO DA
HOMOZIGOSE

DRB1*07/*07 M 1,23%

DRB1*08/*08 M 2,47%

DRB1*14/*14 | 4,94%

DRB1*16/*16 [ 4,94%

DRB1*11/*11 | ©,17%

DRB1*04/*04 |GG 3.64%

DRB1*13/*13 | °.338%

DRE1*03/*03 | 2 69%

DRE1*15/%15 | 3 30%
0,00% 5,00% 10,00%  15,00%  20,00%  2500%  30,00%  35,00%  40,00%

® HOMOZIGOSE

Gréfico 1: Especificagbes dos alelos DRB1 vistos em homozigose dentro do grupo caso (pacientes portadores
de LES).
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Frente a este achado, Langefeld (et al, 2017) refere em seu estudo de
associacao feito em populacdo Europeia, Africana e Hispanica Amerindia, para
LES, que a heterozigose de alelos caracteriza um maior risco e uma maior
intensidade nas manifestacfes clinicas da doenca em curso se comparado a
homozigose, o que também se confirmou na presente pesquisa, cujos resultados
apontaram para incidéncia de 54,49% (n: 97) de alelos em heterozigose versus
45,51% (n: 81) para homozigose.

Alguns resultados ainda ndo foram passiveis de explica¢gbes, como o fato da
alta incidéncia dos alelos DRB*15 e DRB*03, até ent&o vistos com “classicos” na
literatura, estarem em altos valores no grupo controle. Haverdo esforcos posteriores

do presente grupo de pesquisas na tentativa de elucidar esta questao.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo foram encontrados dados significativos que evidenciam
associacdo entre os alelos DRB1*08 e DRB1*14 como fatores de risco ao
desenvolvimento do Lupus Eritematoso Sistémico dentro da populacdo
Pernambucana, sem significancia nos demais 10 alelos encontrados. Houve ainda
maior incidéncia de alelos em heterozigose no grupo de pacientes (caso),
caracterizando-a entdo um fator de risco ao LES, bem como uma incidéncia maior

no sexo feminino e em idade reprodutiva (média de 30 anos).

Este trabalho € o primeiro, no Brasil, a descrever e quantificar a associacao
de alelos DRB1 com o LES, contribuindo assim para o entendimento etiologico da
doenca em nosso pais, bem como podendo ser base para a elaboracéo de técnicas
de diagnostico molecular para tal doenca.
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