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RESUMO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca multi-sistémica, ou
seja, acomete a pele, rins, articulagdes, sistema nervoso. Ela também €& auto-
imune, poligénica de origem desconhecida. Esta possui diversos fatores que
podem desencadear a doenca, como fatores exdgenos (luz solar, drogas) e
endogenos (defeito na apoptose, hormdnios sexuais), onde estes fatores
podem interagir entre si. Por esta doenca ser poligénica h&a diversos genes
envolvidos, entre eles o do TNFa, que esta localizado na regido centrébmero do
MHC (Major Histocompatibility Complex) de classe Ill, no cromossoma 6
(6p21.3). Esta citocina, TNFa ela possui diversas fungées no organismo, como
por exemplo o inicio, regulacdo e perpetuacdo da atividade inflamatéria. No
LES, o TNFaq, estdo em niveis elevados, podendo assim estar envolvido com a
atividade da doenca. O bloqueio da sua eliminacdo pode estar relacionado no
aumento da apoptose. Estudos mostram que o alelo TNFa-308A pode estar
associado com aumento na atividade de transcricdo e nos niveis de TNF.
Individuos que carregam G/A tem aumento no RNAm de TNFa e dos seus
niveis séricos que individuos G/G. Em estudos divididos por etnias indicam que
A/A estd associado com LES em Europeus, porém esse genotipo nao foi
abservado em paciente Asiaticos. Aumento no alelo A foi observado em
Colombianos, este alelo também foi observado em Alem&es, mas ndo em
Mexicanos. Este estudo o grupo caso foi constituido com pacientes do
Ambulatério Aradjo Lima — UFAM, e o grupo controle foram de pessoas
saudaveis, sem evidéncia de lupus sem relacdo entre si ou com 0s pacientes
lupicos. Este grupo foi composto por profissionais hospitalares e universitarios.
Foi colhido 5ml de sangue e extraido o DNA destes. Realizando-se a Reacao
em Cadeia de Polimerase e ensaio com enzima de restricdo Ncol. Nosso
presente estudo, até o momento, demonstra que h& uma prevaléncia do
gendtipo G/G. O alelo G foi observado também com maior freqiiéncia, tanto no
grupo caso como no grupo controle, 91,18% e 95,28% respectivamente.

Diferentemente do que se foi observado nos outros estudos.

Palavras-chave: Lupus Eritematoso Sistémico; Polimorfismos genéticos; HLA.



ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a multi-systemic disease, ie,
affects the skin, kidneys, joints, nervous system. She is also autoimmune,
polygenic origin unknown. This has several factors that may trigger the disease,
as exogenous factors (sunlight, drugs) and endogenous (defect in apoptosis,
sex hormones), where these factors may interact. For this to be a polygenic
disease there are several genes involved, including the TNF, which is located in
the centromere region of the MHC (Major Histocompatibility Complex) class IlI
on chromosome 6 (6p21.3). This cytokine, TNF it has several functions in the
body such as the top, regulation and perpetuation of the inflammatory activity.
In SLE, TNFa, are at high levels, and therefore be involved with disease activity.
The blocking its removal may be related to increased apoptosis. Studies show
that the TNF-308A allele may be associated with increased transcriptional
activity and levels of TNF. Individuals carrying G / A has increased TNF mRNA
and serum levels that individuals G / G. In studies indicate that ethnic groups
divided by A / A is associated with SLE in Europeans, but this genotype was not
abservado in Asian patients. Increased allele was observed in Colombia, this
allele was also observed in German, not in Mexico. This study group was
composed of patients with Aradjo Lima Outpatient - UFAM, and the control
group were healthy people with no evidence of unrelated lupus or lupus patients.
This group was composed of professionals and university hospital. 5 ml of blood
was drawn and DNA extracted from these. Performing the polymerase chain
reaction and restriction enzyme assay Ncol. Our present study, to date,
demonstrates that there is a prevalence of genotype G / G. The G allele was
also observed more frequently, both in the case as in the control group, 91.18%

and 95.28% respectively. Unlike what is observed in other studies.

Keywords: Systemic lupus erythematosus; genetic polymorphisms; HLA.
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1. Introducao

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca auto-imune,
caracterizado pela presenca de auto-anticorpos contra antigenos nucleares
(anti-dupla hélice DNA, anti-nucleossomo) (RAHMAN e ISENBERG, 2008). Por
definicdo, uma doenca multi-sistémica, podendo o paciente apresentar diversos
sintomas, como por exemplo, artrite, serosite, anemia hemolitica auto-imune,
trombocitopenia, doencas dérmicas e IUpus neonatal (RAHMAN e ISENBERG,
2008; MOK e LAU, 2003).

O LES é uma doenca consideravelmente comum, com uma
predominancia que pode chegar a 1 em cada 2.500 individuos em uma dada
populacdo. E uma doenca que ocorre predominantemente em mulheres, com
uma razao de mulheres em relacdo aos homens de 9:1. Comparativamente, a
razdo entre mulheres e homens €& de apenas 2:1, quando a doenca se
desenvolve durante a infancia ou apés os 65 anos de idade (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2005).

Diversos fatores podem estar ligados com a patogénese do LES, como
por exemplo, fatores ambientais e genéticos, podendo estes interagir entre si
(GOLDMAN, 2004). Dentre os fatores genéticos podemos citar o IL-6, o IL-10,
o receptor Fc e o TNF, o qual é o foco deste estudo (AHMAD; BRUCE, 2001).

O TNF possui o efeito pro-apoptético e anti-apoptoético, controla a
ativacdo e a taxa de resposta de varias células, incluindo as do sistema imune
e ativacdo assim como perpetuacdo das respostas inflamatérias. No LES o
TNF possui efeito anti-autoimune, e seu bloqueio acarreta a ocorréncia de
auto-anticorpos. Entretanto, o TNF possui também um papel paradoxo a este, o
papel pro-inflamatorio principal no LES (ARINGER; SMOLEN, 2008).
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2. Revisao bibliogréfica

2.1 Lapus Eritematoso Sistémico

O LuUpus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca com causa
desconhecida, poligénica auto-imune, caracterizada por presenca de
anticorpos contra antigenos nucleares. O LES, por definicdo, € uma doenca
multi-sistémica, onde o paciente pode apresentd-la em diversas maneiras
diferentes. O diagndstico é feito pela determinacdo de o paciente apresentar
quatro dos onze critérios clinicos e laboratoriais elaborado pelo Colégio
Americano de Reumatologia (SCHUR, 2005; CLATWORTHY et al, 2007).

As posicdes cromossomicas 1923—q25, 1941-g42, 2935—937, 4p16—p1l5,
4931-q33, 6p21.3, 6p22—pll, 7p22, 16p1l2—ql3, 19913, 20p1l3-pl2 e 2012
tem sido reportadas como tendo ligacbes no LES. Atualmente varios genes
com variantes foram associados com o LES, tais como as variantes nas
regibes HLA, FCGR3A, FCGR2A, PDCD1, IRF5 e PTPN22. Isto so foi possivel
devido a tecnologia que existe atualmente, onde foi realizado a Associacéo
Pan-génomica, onde pode ser analisados diversos genes relacionados a
diversas doencas, uma delas o LES (HARLEY, 2008).

O polimorfismo genético é individual, ou seja, cada individuo carrega
uma combinacdo particular desses genes, conferindo assim uma diversidade
de manifestacdes genéticas, imunoldgicas e clinicas (PASSOS, 2007).

O LES ocorre mais frequentemente em mulheres, com uma razdo de
mulheres em relagdo aos homens de 9:1, tendo o0 seu inicio principalmente em
idades entre 16 e 55 anos (SCHUR, 2005). Estimar a prevaléncia do LES em
uma populacao é de dificil avaliacdo devido a variabilidade da coleta de dados
e inconsisténcia na leitura de dados, mas esta claro que a estatistica varia de
acordo com a etnia (MANSON e RAHMAN, 2006). A prevaléncia do lupus é
desde aproximadamente 40 casos por 100.000 pessoas no Norte Europeu até
200 casos por 100.000 pessoas entre os negros (RAHMAN e ISENBERG,
2008). Estudo com gémeos tem demonstrado que a concordancia entre
gémeos monozigoticos é de 24 a 65% e entre gémeos dizigoticos € de 2 a 9%
(AHMAD e BRUCE, 2001).
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A doenca pode resultar de variados ativadores ambientais incluindo
exposicdo a luz solar, drogas e infecgdes, particularmente o Virus Epstein-Batrr,
fatores enddgenos, como o defeito na apoptose, regulacédo imune, degradacao
de proteina, imunoglobulinas e horménios sexuais também estao envolvidos na
patogénese da doenca, podendo estes fatores, enddgenos e exdgenos,
interagirem entre si (SCHUR, 2005).

O mecanismo patologico do LES ainda n&o esté totalmente esclarecido.
A maioria dos pacientes apresenta auto-anticorpo contra antigenos nucleares,
como por exemplo, o DNA de dupla-hélice (“nativo”) e de hélice unica
(“desnaturado”), proteinas, como as histonas (PASSOS, 2008).

A morte celular € o fenbmeno mais provavel que supre os auto-
anticorpos. Existem duas formas de morte celular, a apoptose e a necrose
(MUNOZ et al, 2005).

A apoptose € um processo de morte celular programada e regulada,
tanto nas condicdes fisioldgicas e patologicas, em todos os tecidos. Quando a
morte ocorre por apoptose, a membrana das células apoptéticas apresenta
mudancas importantes e caracteristicas do arranjo dos fosfolipidios e acucares.
Estas mudancas morfoldgicas e bioguimicas sao de extrema importancia para
o clearance. Se estas células ndo forem processadas a tempo por células
apresentadoras de antigeno (macréfagos, linfocitos e células dendriticas), elas
perdem a integridade da membrana e torna-se necraética, liberando assim altas
taxas de materiais nucleares e materiais citoplasmaticos. Neste caso, a
inflamacéo e indugéo de respostas imunes contra os antigenos nucleares séo
possiveis (MUNOZ et al, 2005; SCHUR, 2005).

Quando os materiais nucleares e citoplasmaticos sdo processados em
peptideos, o peptideo — complexo de histocompatibilidade principal estimula a
expansao das células T helper auto-reativativas, através de citocinas (IL-6, IL-4,
IL-10) fazem com que as células B sejam ativadas, proliferem-se e diferenciem-
se em células produtoras de anticorpos a antigenos nucleares. Assim
desenvolve-se niveis elevados de anticorpos antinucleares especialmente ao
DNA, Sm, Ro, La, entre outros (SCHUR, 2005).
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2.2 TNF (Fator de Necrose Tumoral)

Em humanos o gene TNF-a esta presente na regidao centrébmero 250kb
do MHC (Major Histocompatibility Complex) de classe Il do locus HLA-B e
aproximadamente a 850kb telomérico do locus HLA-DR no cromossoma 6
(6p21.3). Esta regido possui por volta de 220 genes, onde se conhece que
cerca de 40% destes possuem funcao imune. O gene TNF possui 4 éxons e 3
introns . O grupo TNF- a contém varios polimorfismos incluindo micro-satélites
e polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs). Séo eles, 14 SNPs (-1031 T/C,
-863 C/A, -857 C/T, -851 C/T, -419 G/C, -376 G/A, —-308 G/A, —244 GI/A,
-238 G/A, -163 G/A, 49 G/A, +489 G/A, +851 A/G, +1304 A/G), maioria na
regido promotora reguladora do gene TNF- a, e 6 micro-satélites foram
caracterizadas (NEMEC et al, 2008).

Sequéncia de pelo menos 1.100 pb de DNA entre o fim 3’ da linfotoxina-
a e o fim 5" do gene TNF- a tem sido demonstrado como centro para o controle
da transcricdo génica. Onze dos SNPs estao localizados na regido regulatoria e
podem desta forma influenciar na taxa de transcricdo deste gene (NEMEC et al,
2008).

O TNF possui diversas funcdes, dentre elas a de ativar células
endoteliais, ocasionando a expressdo de moléculas de adesao. Outra funcao
por ela desempenha é a atividade inflamatéria e reguladora, ela é a chave para
0 inicio, regulacdo e perpetuacdo da atividade inflamatéria (JANEWAY, 2005;
KOSS et al, 2000).

A organogénese do sistema linféide é uma funcao que € desempenhada
pelo TNF, possui também o efeito pré e anti-apoptético, o qual depende do
contexto da situacdo, a atracdo, ativagcdo e respostas de muitas células,
incluindo células do sistema imune (ARINGER e SMOLEN, 2008).

O TNF esta superproduzido quando o organismo encontra-se em

inflamac&o crénica ou com doencga auto-imune (KASSIOTIS, 2001).

2.3 O TNF e o Lupus Eritematoso Sistémico

A reducéo, por meio de terapia, da atividade do TNF pode formar

anticorpos contra componentes nucleares e fosfolipideos. Esta funcéo pode ser
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em parte explicada pela hipotese relacionada a ativacédo do interferon (IFN)-a.
Em circunstancias normais, o TNF infra-regula o IFN- a, tem tido como hip6tese
gue para promover a auto-imunidade, a reducdo do TNF deve aumentar o IFN-
a. Entretanto, no LES, ambos IFN- a e TNF estdo altamente elevados e os
niveis de ambas citocinas estdo relacionados a atividade da doenca. Estes
achados ndo apenas confrontam a hipotese, mas também sugerem que a
regulacdo negativa de ambas as citocinas ndo é funcional para atividade do
LES. Contudo, o aumento simultaneo do IFN- a e TNF pode contribuir para a
patogénese da auto-imunidade sistémica (ARINGER e SMOLEN, 2008).

Outra hipotese existente € a de que o bloqueio de TNF dificulta a
eliminacéo de linfécitos B auto-imunes por células T citotoxicas. Finalmente o
blogueio do TNF apds exposicao crénica da mesma pode resultar no aumento
da apoptose. O aumento de material apoptético pode explicar o porqué dos
anticorpos emergentes aparentam ter como alvo exclusivamente antigenos e
fosfolipideos, ambos 0s quais sdo expressos em corpos apoptéticos (ARINGER
e SMOLEN, 2008).
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3. Justificativa

Na patogenia do LES, admite-se que diversos genes interajam entre si e
com fatores ambientais, acarretando a quebra de tolerancia imunoldgica e a
producdo de autoanticorpos patolégicos (SCHUR, 2005). De maneira
esquematica, pode-se dividir esses fatores genéticos e ambientais em 3

grupos:

e Fatores envolvidos na apoptose e na depuracdo dos restos
apoptoticos, acarretando excessiva oferta de fragmentos nucleares
ao sistema imune, dirigindo a producdo de anticorpos anti-nucleares
(MUNOZ et al, 2005).

e Fatores envolvidos na hiper-reatividade do sistema imune, gerando
quebra da tolerdncia aos antigenos nucleares. Esses genes
condicionam fenbmenos de autoimunidade em geral e ndo apenas
no LES (MUNOZ et al, 2005)

e Fatores envolvidos na circulacdo e depuracdo de complexos
antigeno-anticorpo, acarretando sua deposi¢cdo nos 6rgaos alvos da
doenca (PASOS, 2007).

Genes do sistema HLA, situados nos complexo maior de histocompatibilidade,
nao tem tanta importancia na patogenia do LES quanto em outras doencas
autoimunes, mas ainda assim guardam certa importancia, participando na
determinacdo da especificidade dos auto-anticorpos contra antigenos
nucleares especificos (PASSOS, 2007).

O tratamento da LES baseia-se hoje em medidas imunossupressivas
gerais. A descoberta de elementos moleculares e genéticos especificos é uma
esperanca para o desenvolvimento de terapias pontuais e especificas
(ARINGER e SMOLEN, 2008) Pesquisas genéticas no LES concentram-se em
estudos de linkage para identificar segmentos cromossdémicos que abrigam
genes relacionados ao LES, e em estudos de genes candidatos, nos quais a

presenca de variantes polimorficas de determinado gene € detectada em
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pacientes lupicos e comparada a populacdo controle etnicamente similar.
Véarios genes tém sido submetidos a esse tipo de investigacdo, sendo
necesséria a reproducdo do estudo em etnias diferentes para a validacdo do

referido gene como elemento contribuinte a patogenia do LES (PASSOS, 2007).

O gene TNFa, dependendo da variante alélica presente, podera estar
relacionada a maior ou menor producdo de TNFa no organismo, sendo que o
perfil genético para esta citocina deve estar envolvido na patogénese da LES.
Em um estudo realizado com uma populacao Afro-americana o polimorfismo do
TNFa apresentou em pacientes com LES numa frequéncia de 0,188, e no
grupo controle a frequiéncia do gene foi de 0,078 (SULLIVAN, 1997).

O LES é uma doenca com alta prevaléncia na Amazonia, com grande
impacto social. A doenca possui, dentre os polimorfismos, o do gene TNFa.
Estudos com este gene foram realizados em grupos Europeus, Asiaticos e
Colombianos, porém ainda ndo foram realizados em pacientes da Amazonia.
Este estudo visa contribuir para o entendimento da patogénese do LES e a

influéncia genética nos pacientes amazonicos e ancestralidade amerindia.
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4. Objetivos
4.1Gerais

- Investigar a frequéncia do polimorfismo no gene do TNFa em pacientes

com LES atendidos no Ambulatério Aradjo Lima — UFAM.

4.2 Especificos

- Determinar a frequéncia dos alelos do gene da regido promotora de TNFa
na posicao -308 A/G em pacientes com LES ;

- Investigar possivel associacao entre o polimorifsmo do gene de TNFa em
relacdo ao desenvolvimento ou ndo da LES.

18



5.Metodologia

5.1. Casuistica

O grupo de casos foi constituido por pacientes portadores de IUpus
eritematoso sistémico, com preenchimento de pelo menos quatro dos onze
critérios classificatérios publicados em 1982 pelo American College of
Rheumatology (ACR) (SCHUR, 2005), modificados em 1998, quais sejam: 1-
fotossensibilidade; 2 — erupcéo (rash) malar; 3 — erupcao (rash) discéide; 4 —
Ulcera oral; 5 — artrite; 6- serosite; 7 — nefrite; 8 — acometimento hematolégico
(anemia hemolitica ou trombocitopenia ou leucopenia); 9 — acometimento
neuroldgico (psicose ou convulsdo); 10 — presenca de anticorpos antinucleares
em teste de imunofluorescéncia indireta em substrato de células HEpll (Fator
Antinuclear ou FAN); 11 — critério imunoldgico (anticorpos anti-DNA ou anti-Sm
ou anti-cardiolipina). A inclusdo foi sequencial, ndo tendo havido nenhuma
recusa dos pacientes em patrticipar do trabalho. Nao houve excluséo por sexo,
idade, tipo de manifestacdo ou grau de atividade da doenca. A busca por
pacientes deu-se apenas no Servico de Reumatologia.

Os pacientes sao nascidos na regido da Amazénia. Foram considerados
Amazonia os Estados brasileiros do Amazonas, Acre, Roraima, Rondobnia, Pard,
Amapa e Tocantins, além dos paises vizinhos Peru, Colémbia, Venezuela e
Guiana, Guiana Francesa e Suriname.

O grupo controle foi constituido de pessoas sadias, sem evidéncias
clinicas atuais ou pretéritas de sinais ou sintomas de IUpus eritematoso
sistémico, sem relacdo de parentesco entre si e sem relacdo de parentesco
com pacientes lUpicos. Tentou-se parear 0 grupo controle com 0 grupo caso
por sexo, faixa etaria e procedéncia. Como o LES é um fenétipo tardio, admitiu-
se a inclusdo de mulheres com idade superior a esperada no grupo teste. O
grupo controle foi composto com profissionais hospitalares e universitarios,
além de comunitarios vizinhos e conhecidos de pacientes llpicos. As pessoas
convidadas foi feita uma explanacéo sobre as finalidades do trabalho, os riscos
na participacdo e o sigilo com relacdo aos dados clinicos e moleculares. Apos,
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado e, colhida amostra
de 5 mL de sangue venoso em veia periférica. Uma entrevista foi feita com o

objetivo de registrar quaisquer doencgas prévias, sintomas compativeis com
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[Upus e outras doencas auto-imunes, e histéria familiar de Idpus ou de outra

doenca auto-imune.
5.2 Materiais e Métodos

Este projeto de pesquisa estd vinculado ao projeto: Polimorfismos do
gene PDCD1 em pacientes da Amazonia com Luapus Eritematoso Sistémico
aprovado no Comité de Etica na Pesquisa da UFAM sob o nimero 174/2005
em 14 de novembro de 2005.

5.2.1 Extragéo do DNA

A extracdo do DNA gendmico dos pacientes lupicos e individuos controle
foi feita a partir da amostra de 5 mL de sangue venoso colhido com EDTA,
utilizando a técnica de sais de brometo de tetrametilaménio - DTAB/CTAB
descrita por Gustincich e colaboradores (1991) com algumas adequacfes. A
técnica consistiu na retirada de aproximadamente 0,5 mL de amostra com a
camada de leucdcitos “buffy coat” obtida a partir do repouso do sangue por 24
horas a 4° C. As amostras foram acondicionadas em microtubos de
polipropileno de 2 mL e misturadas com um volume igual (0,5 mL) de tampao
de lise: DTAB (dodecyl-trimethyl-ammonium bromide, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Estados Unidos) a 12%, NaCl 2,25 M, Tris 150 mM pH 8,6 e EDTA 75 mM,
centrifugadas por sete segundos e incubadas por 10 minutos a temperatura de
68 a 70°C. ApOs esta etapa, foi adicionado 800uL de cloroférmio em cada tubo,
e imediatamente submetido a vigorosa agitacao. Apés centrifugacéo a 10.000 x
g por 2 minutos, a fase superior do sobrenadante de cada tubo foi transferida
para dois novos microtubos de 2 mL, que continham 1,0 mL de CTAB
(hexadecyl-trimethyl-ammonium, Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos) a
0,5% com NaCl 0,4 M. Em seguida a mistura foi lentamente homogeneizada
para se obter o precipitado — DNA/CTAB. Apds nova centrifugacdo a 10.000 x g
por dois minutos, o precipitado (DNA) foi ressuspenso em 300 pL de cloreto de
sédio 1,2 M e 750 pL de etanol absoluto e centrifugado por mais trés minutos a
13.000 x g. As duas lavagens finais foram realizadas com etanol a 70% e
centrifugadas por trés minutos. O sobrenadante foi desprezado e o DNA foi

posteriormente dissolvido em 100-200 uL de H20. O DNA extraido foi
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armazenado a 20°C negativos em microtubos de polipropileno de 0,6 mL e

identificados por cédigo.
5.2.2 Quantificacdo do DNA extraido

As amostras de DNA obtidas de ambos os grupos foram quantificadas
em espectrofotdmetro de luz ultravioleta (GeneQuant pro RNA/DNA Calculator
— Amersham Biosciences, Pittsburgh, Estados Unidos.) e diluidas para 50

ng/pL para uso na PCR.

5.2.3 Ensaio de amplificacdo de DNA (PCR) para o gene de TNFa

O sitio polimérfico G/A na posi¢cdo —308 do gene promotor serd amplificado
pelo protocolo descrito por De Jong et al. (2002) com pequenas adaptacdes. A
sequéncia alvo (147 pares de bases - pb) serd amplificada com os iniciadores
5'- GAG GCA ATA GGT TTT GAG GGC CAT - 3'e 5" - GGG ACA CAC AAG
CAT CAAG-3.

O DNA extraido (100 ng) ser& adicionado a PCR, em um volume final de 50
pL, contendo 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8.3, 1,5 mM MgClz, 200 uM dNTP,
0,3 UM de cada iniciador e 1.25 U Tag DNA Polimerase. Os parametros de
amplificacdo no termociclador constara de 1 ciclo a 95°C por 10 minutos, 35
ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, e 72°C por 30
segundos e extensao final a 72°C por 10 minutos.

5.2.4 Ensaio de restricdo (RFLP, Restriction Fragmet Length
Polymorfism) do produto de PCR com enzima Nco |

O polimorfismo para TNFa sera detectado apos digestdo do produto de
PCR com a enzima de restricdo Nco 1 a 37°C “overnight” e eletroforese em gel
agarose a 3% corado com Sybergreen. Os tamanhos dos fragmentos,
visualizados em transluminador, serdo definidos como gendtipo G/G (126 e 21
pb), G/A (147, 126 e 21 pb) ou A/A (147 pb).

Além dos controles positivos e negativos da reacdo, serdo realizados
repeticbes dos ensaios de PCR-RFLP em pelo menos 20% dos casos

analisados.
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6. Resultados e Discussao

No processo de amplificacdo e digestdo com a enzima de restricdo Ncol,
obtivemos 147 pares de bases (pb) correspondente ao genoétipo Aa,
fragmentos de 147, 126 e 21 pb correspondente ao alelo GA e fragmentos de

126 e 21 pb correspondente ao GG.

e e
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Figura 1 - Gel de agarose a 6% com o produto da digestao pela enzima Nco | do
segmento de DNA amplificado do gene TNF-a, do grupo controle. Linhas “A”, “B”, “C”,
“D”, “”, “F”, “H”, “1”, “)”, “L”, “M”, “N”, “O” sdo gendtipos GG com fragmento de 126 e
21 pb; linha “G” é gendtipo GA com fragmentos de 147, 126 e 21 pb. Linha “P” é
controle negativo e “Le” sdo ladders de 50 pb.

O estudo estatistico foi realizado utilizando-se o teste qui-quadrado,
através do programa GraphPad Prism, versao 3 de 1999.

A frequéncia do alelo G na posicéo -308 do gene TNF-a foi de 91,18%
no grupo de casos e de 95,28% no grupo controle. Correspondentemente, a
frequéncia do alelo A foi de 8,82% no grupo de casos e de 4,71% no grupo
controle.Os gendtipos GG, GA e AA no grupo de casos foram 82,35%, 17,65%
e 0% e, respectivamente, 90,57%, 9,43% e 0 % no grupo controle. Os
carreadores do alelo G, isto é, individuos GG e GA foram 100% no grupo de
casos e 100% no grupo controle. Os carreadores do alelo A, isto €, individuos
AA e GA foram 17,65% no grupo de casos e 9,43% no grupo controle. Nao
houve diferenca significante estatisticamente (p>0,05) quanto a frequéncia
alélica, as frequéncias genotipicas e a frequéncia de carreadores entre os dois
grupos. Esses dados estao resumidos na Tabela 1. O Grafico 1 demonstra um

comparativo do gendétipo entre o grupo caso e 0 grupo controle.
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Grupo Casos

Grupo Controles

[l

Genotipagem (n=85) (n=53) (o}
Alelo G 91,18% (155/170) 95,28% (101/106) 0,2006
Alelo A 8,82% (15/170) 4,71% (5/106) 0,2006
Gendtipo GG 82,35% (70/185) 90,57% (48/53) 0,1825
Gendtipo GA 17,65% (15/185) 9,43% (5/53) 0,2433
Gendtipo AA 0% (0/185) 0% (0/53) 1
Carreadores do alelo G 85 (100%) 53 (100%) 0,2451
Carreadores do alelo A 15 (17,65%) 5 (9,43%) 0,2451

Tabela 1 — Frequiéncias alélica, genotipica e de carreadores do alelo A e G do polimorfismo da

posi¢éo -308 do gene TNF-a em grupo casos e controles

Polimorfismo do TNF-a na posi¢ao -308

100,00 -

90,00 -

80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 -

10,00 -

0,00

M LES

i Controle

GG

GA

Gréfico 1 — Frequéncia dos genétipos GG, GA e AA em pacientes com LES e grupo

controle.
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As duas populacbes respeitam o equilibrio de Hardy-Weinberg,

presumindo-se pan-mixia.

A importancia do TNF-a na patogénese do LES ainda € incerta, mas
mesmo diferencas pequenas na producdo do TNF-a pode influenciar no

resultado auto-imune da doenca (LEE, 2006).

Existem diversos SNPs para o TNF-a, porém os mais estudados sédo o
polimorfismo na regido promotora da posicdo -308 G/A e -238 G/A. Nao ha
estudos fortes que evidenciem que a posicéo -308 esteja relacionada ao local
de ligacao para os fatores de transcrigdo, ou correlacionados com a expressao
de proteinas. Entretanto, o alelo TNF- a -308A aparenta estar associado com
aumento na atividade de transcricdo e nos niveis de TNF. Na verdade, estudos
recentes tém mostrado que individuos que carregam G/A tem aumento de
RNAmM de TNF- a e dos niveis séricos de concentracdo que individuos G/G; o
genétipo A/A ndo se mostrou presente nas amostras (JIMENEZ-MORALES,
2009).

Estudos de meta-analise foram realizados em relacdo ao SNP -308 do
TNF- a, onde foram demonstrados que a associacdo entre LES e A/A como
gendtipo de risco (assumindo alelo A como alelo recessivo) foi encontrada na
populacdo global. Entretanto quando estratificado por etnias indicam que o
genaotipo A/A esta significantemente associado com LES em Europeus. Nao foi
encontrada associacdo com genétipo A/A em pacientes com LES em grupos
asiaticos (LEE, 2006).

Assumindo alelo A como um alelo dominante, o odds ratio (OR) para
combinacao A/A+G/A foi 2,0 95% IC = 1,3-3,1 e p<0,001). Quando estratificado
por etnia, 0 OR aumentou de forma significativa em grupos europeus (OR=2,9,
95% IC = 2,0 — 4,2, p<0,001), mas ndo em asiaticos (OR=1,3, 95% IC = 0,5 —
3,1, p=0,44) (LEE, 2006).

Em um estudo Colombiano foi observado um aumento na freqiiéncia do
alelo A do TNFa-308 em pacientes com LES em relacdo ao grupo controle
(GUAMIZO-ZUCCARDI, 2007).
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Maior frequiéncia e maior producdo do TNF-a, com gendtipo G/A e A/A,
foram encontrados nos pacientes com LES que no grupo controle (0,248 vs.
0,138, respectivamente). A freqiéncia do TNF-a-308A é maior em pacientes
com LES Colombianos, assim como Alemées, mas ndo em Mexicanos.
(GUAMIZO-ZUCCARDI, 2007).

Neste presente estudo observa-se uma maior prevaléncia do gendtipo
G/A em relacdo ao grupo controle e ndo foi observado nenhum genétipo A/A
tanto no grupo caso como no grupo controle. O alelo G foi observado com
maior frequéncia em nosso estudo, tanto no grupo caso como no controle,
91,18% e 95,28% respectivamente. O alelo A com 8,82% e 4,71%, no grupo
caso e controle, respectivamente. Observando-se assim que nao esta em

consonancia com outros estudos realizados.

O HLA de classe lll, incluindo o TNF-a, esta entre a regido de classe | e
Il e outros genes importantes para o sistema imune, incluindo os componentes
C2 e C4 do complemento. A regido promotora do TNF-a -308A e HLA-DR
contribuem independentemente para a susceptibilidade do LES em Sul-
africanos, enquanto o alelo A do TNF-a esta ligado ao desequilibrio do alelo
HLA-DR3 nos pacientes caucasianos com LES (LEE, 2006).

7. Concluséao

Os SNPs mais estudados para o TNF sdo o — 308 G/A e — 38 G/A. O
alelo TNF — 3082 apresenta estar associado com aumento na atividade de
transcricdo no niveis de TNF. Estudos mostraram que individuos G/A tem
aumento no RNAm de TNF (JIMENEZ-MORALES, 2008).

Observou-se aumento do alelo A em pacientes com LES em
Colombianos, mas ndo em Mexicanos (GUAMIZO-ZUCCARDI, 2007). Estes
povos Sa0 0S que possuem caracteristicas mais semelhantes com o0s
amazoénicos. Em nosso estudos ele alelo ndo foi tdo frequente como nesses

povos, sendo mais frequentes o alelo G.

No presente estudo observamos que o LES é uma doenca auto-imune
poligénica, onde fatores intrinsecos e extrinsecos estdo envolvidos, logo

mesmo que um Unico fator possa estar associado ou ndo ao LES o paciente
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pode vir a ndo apresentar a doenca, assim como podera ou ndo apresentar

determinado sintoma, uma vez que € dependente de varios outros fatores.
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7. Cronograma das atividades

N° Descricao Ago | Set | Out [Nov | Dez | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul
2008 2009
1 |Reviséo Bibliogréfica R R R R R R R R R R | R R
2 | Padronizacdo do Ensaio de R R R
amplificacdo do TNFa
3 | Execucéo dos ensaios de R R R R R R R R R
amplificacdo do TNFa com
0os DNA armazenados de
LES e controles
4 | Anadlise parcial dos R R R R R R R
resultados
5 |Elaboracdo da apresentacao R
oral (parcial)
6 |Elaboracéo do relatério R R
parcial
7 | Andlise final dos resultados R R R R
8 |Elaboracdo do Resumo e R R R
Relatério Final
9 |Preparagéo da NR

Apresentacéo Final para o
Congresso
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