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RESUMO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca multifatorial, com alteragbes na
regulacdo imune. Fatores genéticos contribuem para a suscetibilidade e progndéstico
desta disfuncdo. Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar a associacédo entre
suscetibilidade e manifestacfes clinicas em LES e os polimorfismos de nucleotideo
anico (SNPs): Arg399GIn no gene XRCC1 e Lys751GIn no ERCC2/XPD. Para isto,
foram recrutados 257 portadores de LES e 128 controles. A genotipagem foi
conduzida pelo método PCR-RFLP. A analise dos dados aponta que a frequéncia do
gendtipo heterozigoto A/G para XRCC1/Arg399GiIn diferiu significativamente entre os
portadores de LES e os controles (P <0,001). Verificou-se a que a distribuicdo deste
genadtipo relacionou-se com algumas manifestacdes clinicas: rash malar - ACR
(83,5%); fotossensibilidade - ACR (82,9%); ulceras mucosas (75,0%) e anti-dsDNA
alterado (68,8%). Para o polimorfismo Lys751GIn de ERCC2/XPD, dados indicam que
a frequéncia do heterozigoto A/C diferiu significativamente entre os pacientes
portadores de LES do controle (P = 0,001). Este perfil heterozigoto relacionou-se com
as seguintes manifestagBes clinicas: sindrome nefrética (100%); edema (87,9%);
elevacdo da creatinina (85,4%); anti-dsDNA (84,4%); cilindruria (84,0%); sistema
complemento alterado (82,5%); leucocituria (81,9%); derrame pleural (81,0%);
hematuria (80,6%); ulceras mucosas (80,4%); Ulceras mucosas/nasais - ACR (79,6%);
serosites - ACR (79,3%); nefrites - ACR (77,7%); rash malar - ACR (75,2%); alteracdes
imunoldgicas (72,3%) e fotossensibilidade (70,4%). Estes resultados indicam que
ambos SNPs descritos estao associados com a susceptibilidade e o prognéstico de
LES.

Palavras-chave: Lapus eritematoso sistémico. Polimorfismo. XRCC1. ERCC2/XPD.

Manifestacdes clinicas.



ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a multifactorial disease with changes in
immune regulation. Genetic factors contribute to susceptibility and prognosis of this
disorder. Therefore, the objective of this study was to investigate the association
between susceptibility and clinical manifestations in SLE and Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs): Arg399GIn in XRCC1 and Lys751GIn gene in ERCC2/XPD.
For this, they were recruited 257 patients with SLE and 128 healthy controls.
Genotyping was performed by PCR-RFLP method. Data analysis shows that the
frequency of heterozygous genotype A/G for XRCC1/Arg399GIn differ significantly
between patients with SLE than healthy controls (P <0.001). It was found that the
distribution of this genotype was related to some clinical manifestations: malar rash -
ACR (83.5%); photosensitivity - ACR (82.9%); mucosal ulcers (75.0%) and anti-dsDNA
changed (68.8%). For the Lys751GIn polymorphism ERCC2/XPD data indicate that
the frequency of heterozygous A/C differ significantly between patients with SLE than
healthy control (P = 0.001). This heterozygous profile was related to the following
clinical manifestations: nephrotic syndrome (100%); swelling (87.9%); increased
creatinine (85.4%); anti-dsDNA (84.4%); cylindruria (84.0%); altered complement
system (82.5%); leukocyturia (81.9%); pleural effusion (81.0%); hematuria (80.6%);
mucosal ulcers (80.4%); mucosal/nasal ulcers - ACR (79.6%); serositis - ACR (79.3%);
nephritis - ACR (77.7%); malar rash - ACR (75.2%); immunological changes (72.3%)
and photosensitivity (70.4%). These results indicate that both described SNPs are
associated with SLE susceptibility and prognosis.

Keywords: Systemic lupus erythematosus. Polymorphism. XRCC1. ERCC2/XPD.
Clinical manifestations.
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1 INTRODUCAO

O Iltpus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca crbnica inflamatoria
sistémica e autoimune, caracterizada por apresentar diversos autoanticorpos, que
resultam em deposicdo de imunocomplexos (ICs) (Gurevitz et al., 2013). Tal evento
implica danos que atingem multiplos 6rgaos e sistemas (Sutton et al., 2013). No Brasil,
estima-se incidéncia de LES em torno de 8,7 casos para cada 100.000 pessoas por
ano, de acordo com estudo epidemiolégico realizado na Regido Nordeste (BRASIL,
2013).

As principais manifestacbes clinicas acontecem na pele, como a
fotossensibilidade, que causam erupc¢des cutdneas observadas por reacao anormal a
luz solar, além das Ulceras mucosas, geralmente orais e/ou nasofaringeas e o eritema
malar (rash malar), que séo lesdes eritematosas fixas na regido malar, apresentando-
se planas ou em relevo (Aringer and Kuhn, 2014).

Outros problemas estéo relacionados as articulagdes, como artralgia isolada e
artrites (Ball and Bell, 2012); a comprometimentos hematolégicos, como anemia
hemolitica, leucopenia, trombocitopenia e linfopenia (O'Brien et al.,, 2013); a
problemas renais, como sindrome nefrética, na qual ha registros de proteinudria (Desai
et al., 2013); além de prejuizos que podem acometer os sistemas pulmonar (Ni et al.,
2014), cardiaco (Mavrogeni et al., 2013) e vascular (Sokalski et al., 2013), podendo
haver até mesmo alteracdes neuroldgicas (Bhattacharyya and Helfgott, 2014) e
abortos espontaneos (Barnado et al., 2014; Santana et al., 2015).

Apesar de esta doenca autoimune multifatorial ter causa ainda nao
completamente estabelecida, sabe-se que ha influéncia de fatores hormonais
(Tiskievicz et al., 2011) e ambientais (Barbhaiya and Costenbader, 2014; Zandman-
Goddard et al., 2012), além dos genéticos (Deng and Tsao, 2014; Guerra et al., 2012).
Ademais, variacbes geogréficas podem determinar diferentes caracteristicas da
doenca, bem como comprometimentos imunoldgicos e acometimento de 0rgaos, o
gue acarreta mudancas no tratamento e prognostico (Borchers et al., 2010; Lee and
Bae, 2010)

Ainda na questédo ambiental, diversos fatores externos, como drogas, radiagao

ionizante, agentes quimicos, virus e outros microrganismos, podem gerar danos



celulares. Isso pode causar prejuizos ao material genético e, em resposta a esta
agressao, ocorre a expressdo aumentada de genes, proteinas de manutencdo e
reparo celular (Engstrom et al., 2009; Krawczak and Cooper, 1991; Matullo et al., 2003;
Rutter and Silberg, 2002).

Existem diversos genes responsaveis pelo reparo celular, entre eles 0 XRCC1
(X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1) que esta
localizado na posicdo 19g13.2 (Caldecott, 2003; Thompson et al., 1990). Esse gene
possui papel fundamental no reparo do rompimento de fitas simples do DNA por
oxidacao das células humanas, de forma a ligar-se a enzima DNA ligase Il (Caldecott,
2003; Masson et al., 1998) .

No mecanismo de acdo do gene XRCC1 também ha envolvimento de outras
enzimas, como a DNA polimerase- e a poli ADP-ribose polimerase. A deficiéncia
desse gene o torna hipersensivel a danos ao DNA. Esses danos podem ser
provenientes de radiacdo ionizante ou de espécies reativas de oxigénios alquilantes
(Hu, 2004; Wang et al., 2003)

Outro gene é 0 ERCC2/XPD (Excision Repair Cross-Complementation Group
2/ Xeroderma Pigmentosum Complementary Group D), também localizado no
cromossomo 19, mas na posicéo 19q13.3, e participa da construcao da proteina XPD
(Jaspers, 1997; Lamerdin et al., 1996). Essa proteina esta envolvida na formacéo do
complexo TFIIH (fator de transcricdo Il humano), que possui funcdo na transcricao
génica e no reparo ao DNA danificado(Coin et al., 1999; Kuper et al., 2014). Assim
como a XRCC1, esse gene regula a atividade de diversos outros genes (Abdulrahman
et al., 2013).

Deficiéncias no reparo produzido pela expressao do gene ERCC2/XPD podem
resultar em aumento dos niveis dos chamados complexos imunitarios patogénicos,
desencadeando fortes respostas autoimunes, tais como anticorpos antinucleares.
MutacBes na proteina XPD podem diminuir a atividade de reparo celular, transcrigdo
e apoptose e causar disfun¢cdes hormonais e respostas anormais das células. Na
literatura constam terem sido mapeadas mais de 100 mutacdes nesse gene
(Benhamou and Sarasin, 2002)

Com isso, fatores genéticos tém papel cada vez mais importante no
diagndstico, tratamento e prognostico de doencas autoimunes, como o LES. Diversos
estudos descrevem que pacientes portadores desta patologia possuem alta

deficiéncia em diferentes genes envolvidos no reparo celular. Desta forma, ha
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possibilidade de que tais polimorfismos possam contribuir para o LES (Jahantigh et
al., 2015; Warchot et al., 2012).

Sendo assim, o0 objetivo deste estudo foi identificar a distribuicdo dos
Polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) na regido codante dos genes XRCC1 e
ERCC2/XPD em pacientes portadores de LES, e compara-los com um grupo controle,
em uma populacédo brasileira. Também foi investigado se o polimorfismo dos genes
estd associado com a suscetibilidade a patologia autoimune e suas caracteristicas

clinicas, porque ha possibilidade de que esse contribua para o LES.

2 METODOLOGIA

2.1 Participantes da pesquisa

Os participantes da pesquisa foram divididos em grupo caso e grupo controle,
totalizando 385 individuos ao todo, sendo o grupo caso constituido de pacientes
portadores de LES (257 mulheres, entre 0os 18 e 76 anos, idade de 37 = 12 anos) e o
grupo controle sem descricao de critérios para doencas autoimunes foram incluidos
neste estudo (128 mulheres entre 18 e 74 anos, com idade média de 35 + 13 anos).

Os pacientes foram recrutados em uma unidade hospitalar do Distrito Federal.
Todos os pacientes preencheram o nimero minimo de critérios de classificacdo do
American College of Rheumatology (ACR), publicados em 1982 e revisados em 1997,

aceitos universalmente para LES. Os critérios ACR estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Critérios de classificacdo do LES baseado no American College of
Rheumatology (ACR) revisados em 1997.

Critério Definicao

o Lesdo eritematosa fixa em regido malar, plana ou em
1° Rash malar

relevo.
Lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas queratoticas
2° Rash discoide aderidas e tampdes foliculares, que evolui com cicatriz

atréfica e discromia.
Autorrelato ou observacdo de erupgbes cutaneas

3° Fotossensibilidade ~ .
causadas por reacdo anormal a luz solar.

40 Ulceras orais/nasais Ulceracao oral ou nasofaringea encontrada.

50 Artrite Artrite ndo erosiva envolvendo duas ou mais articulagfes
periféricas.

6° Serosite Pleurite ou pericardite.

Proteinaria persistente >0,5 g/24 horas ou cilindrdria

7° Desordens renais
anormal

8° Desordens neuroldgicas Convulsdes ou psicose.

Anemia  hemolitica, leucopenia, linfopenia  ou
trombocitopenia.

Presenca de anticorpos anti-DNA, anticorpos anti-Sm,
anticorpos APL, ou falso teste positivo para sifilis.

9° Desordens hematoldgicas
10° Desordens imunolégicas

11° Anticorpo antinuclear Titulo anormal de anticorpos antinucleares.

Fonte: Inés e colaboradores (2014) — adaptado.

Prontuéarios dos pacientes com LES foram cuidadosamente estudados, sendo
gue, comprometimento renal, perfil dos autoanticorpos e outras caracteristicas clinicas
foram registradas. O comprometimento renal foi definido como proteindria
considerada maior que 0,59/24 horas ou comprovada por biopsia de nefrite lUpica.

Foram utilizados valores mais altos para o titulo de anti-dsDNA e o menor para
o nivel C3. O numero de critérios do ACR durante LES atendidos, o indice de SLE
Disease Activity (SLEDAI) e o Lupus Internacional de Colaboracgéo Clinicas (SLICC) /
indice de Danos ACR foram determinados em cada paciente.

A coleta de dados foi executada apos a aprovacao do protocolo de pesquisa

pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (ANEXO 1).
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2.2  Extracdo de DNA e genotipagem

Todas as amostras foram coletadas por puncdo venosa para isolamento do
DNA. O DNA foi extraido de sangue periférico com uso do kit Invisorb Spin Blood —
Mini Kit (250) da empresa Invitek (catalogo #CA10-0005, lote #1031100300). A
concentracdo de DNA foi determinada através da corrida eletroforética em gel de
agarose a 1%, corado com brometo de etideo. O rendimento médio alcancado foi de
20 ng/pL. Em seguida, o DNA diluido foi submetido a estratégia PCR-RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism Polymerase Chain Reaction) para estudo
da distribuicdo dos SNPs.

A técnica da PCR permite que a regido selecionada do genoma para o gene
XRCC1 (éxon 10 do gene, mutacdo 399 G>A; Arg399GIn/A1196G; rs25487) ou
ERCC2/XPD (éxon 23 do gene, mutacdo 751 A>C; Lys751GIn/A18911C; rs13181)
seja amplificada milhdes de vezes. As sequéncias de oligonucleotideos utilizadas para

avaliar o polimorfismos foram, respectivamente:

XRCC1_399 F: 5 - TTGTGCTTTCTCTGTGTCCA -3";

XRCC1_399 R: 5" - TCCTCCAGCCTTTTCTGATA -3; (Nissar et al., 2013)
ERCC2/XPD _751 F: 5 CCCCCTCTCCCTTTCCTCTGTTC 3
ERCC2/XPD_751 R: 5' GGACCTGAGCCCCCACTAACG 3' (Mitra et al., 2009).

As condi¢des de termociclagem foram 94°C por 5 minutos, seguida por 35
ciclos de desnaturacao a 94°C por 45 segundos, anelamento dos oligonucleotideos a
57°C (XRCC1) ou 62°C(XPD) por 45 segundos e 72°C por 60 segundos para a
extensao dos fragmentos. A extensao final foi realizada a 72°C por 10 minutos. O
equipamento utilizado foi o Termociclador Techne modelo TC-512.

Em cada reacéao foram utilizados 4,0uL de DNA gendmico na concentracéo final
de 2,5ng/uL; 2,5uL de tampao 10x (10mM de Tris e 50mM de KCI); 0,5uL de MgCl2
50mM (Ludwig Biotec, Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil), 0,5uL de
desoxirribonucleotideos trifostafo (dNTPs; 2,5mM; (Ludwig Biotec, Alvorada, Rio
Grande do Sul, Brasil); 0,5uL de Tag-Polimerase, (Ludwig Biotec, Alvorada, Rio
Grande do Sul, Brasil), 5U/uL); 1,5uL de cada oligonucleotideo foward e reverse

(10uM, IDT technologies); completando com agua Milli-Q para um volume final de



13

25uL por reacédo. O produto desta PCR foi um fragmento de 615pb para XRCC1 e
161pb para ERCC2/XPD

O produto da PCR para rs25487 (XRCC1) foi digerido com a enzima de
restricdo Mspl (New England Biolabs, Inc. Beverly, MA, USA). O alelo Arg (G) cria um
novo sitio de restricao, e o fragmento de 615pb € clivado em dois de 374pb e 241pb;
o alelo GIn (A) ndo é clivado pela enzima, e, assim, o polimorfismo foi dividido em
genatipo de clivagem (G/G), heterozigoto (A/G), e gendtipo de nao clivagem (A/A).
Para montagem do sistema de digestdo foram utilizados: 10,0uL da PCR; 2,0uL de
tampéo 10x NEB2.1 (Biolabs); 1uL de enzima Mspl (10U/uL), completando com agua
Milli-Q para um volume final de 20uL por reacdo. O sistema foi mantido a 37°C por 3
horas.

Por outro lado, o produto da PCR para rs13181 (ERC22/XPD) foi digerido com
a enzima de restricao Pst | (New England Biolabs, Inc. Beverly, MA, USA). O alelo GIn
(C) cria um novo sitio de restricdo, e o fragmento de 161pb é clivado em dois de 120pb
e 41pb; o alelo Lys (A) ndo é clivado pela enzima. Assim, o polimorfismo foi dividido
em genotipo de clivagem (C/C), heterozigoto (A/C) e gendtipo de nao clivagem (A/A).
Para montagem do sistema de digestédo foram utilizados: 10,0puL da PCR; 2,0uL de
tampéo 10x NEB3.1 (Biolabs); 1uL de enzima Pst | (10U/uL), completando com agua
Milli-Q para um volume final de 20uL por reagéo. O sistema foi mantido a 37°C por 3
horas.

Os produtos da digestédo foram submetidos a uma corrida eletroforética em um

gel de agarose a 3%, com brometo de etidio na poténcia de 100W por 30 minutos.

2.3 Andlise estatistica

A aderéncia ao equilibrio Hardy-Weinberg para a frequéncia genotipica em
controles foi analisada pelo teste do qui-quadrado com um grau de liberdade. As
frequéncias genotipica e alélica nos pacientes com LES foram comparadas ao grupo
controle por meio do teste qui-quadrado em modelos recessivos e dominantes. A
associacdo de caracteristicas clinicas para cada genétipo foi analisada com o teste
qui-guadrado e foi adotado o nivel de significancia de 5%.
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Também foram calculadas Odds ratio (OR) das frequéncias alélicas e
genotipicas, com intervalo de confianca (IC) de 95%. O programa estatistico utilizado
foi o SPSS (versédo 20.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3. RESULTADOS

3.1 Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo Arg399GIn no gene XRCC1
em LES

A frequéncia genotipica do polimorfismo Arg399GIn no gene XRCC1 nos
controles estava em equilibrio Hardy-Weinberg (P = 0,611). A distribuicdo genotipica
deste polimorfismo € estatisticamente diferente em relacdo aos participantes de LES
quando comparados com os individuos controles (genoétipos A/A, A/IG e G/G - 8, 161
e 88, respectivamente — contra 11, 49 e 68, respectivamente, y2 = 22,020; P = 0,000).
Porém, ndo houve diferenca significativa nas frequéncias alélicas entre pacientes com
LES e controles (alelo A, G: 177 e 337 contra 71 e 185, respectivamente, OR = 1,37,
x? = 3,515 e P = 0,065), 0 que esta representado na Tabela 2.

3.2 Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo Lys751GIn no gene
ERCC2/XPD em LES

A frequéncia genotipica do polimorfismo Lys751GIn no gene ERCC2/XPD nos
controles estava em equilibrio Hardy-Weinberg (P = 0,089). A distribuicdo genotipica
foi significantemente diferente em relacdo aos participantes de LES contra os
individuos controles (genotipos C/C, C/A, e A/A 6; 164 e 87 contra 6; 59 e 63,
respectivamente, 2 = 11,328, P = 0,003). Nao houve diferenca significativa nas
frequéncias alélicas entre pacientes com LES e controles (alelo C, A: 338 e 176 versus

185 e 71, respectivamente, OR = 0,74, y2 = 3,321, P = 0,068), conforme representado
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na Tabela 2. O alelo de maior frequéncia em LES foi o A (65,8%) quando comparado
com o C (34,2%).

Tabela 2: Polimorfismo dos genes XRCC1 e ERCC2/XPD em pacientes com LES e
controles

Grupos
Polimorfismo Genotipo LES Controle
N % N %
A/A(GIn/GIn) 8 3,1 11 8,6
A/G (Arg/GIn) 161 62,6 49 38,3 0,000* 22,020 N/A
G/G (Arg/Arg) 88 342 68 53,1

XRCC1
AIG (Arg/GIn) 161 62,6 49 38,3

Arg399GiIn (Arg/Gln) 0,000* 20,458 2,71 (1,75-4,19)
AAIGG 96 37,4 79 61,7

A(GIn) 177 34,4 71 27,7
G (Arg) 337 656 185 72,3

c/IC(GIn/GIn) 6 23 6 47

A/C (Lys/GIn) 164 63,8 59 46,1 0,003* 11,328 N/A

A/A (Lys/Lys) 87 33,9 63 49,2

A/C (Lys/GIn) 164 63,8 59 46,1
AA/CC 93 36,2 69 53,9
A (Lys) 338 65,8 185 72,3
C (Gln) 176 34,2 71 27,7

* P<0,05; N/A: nado se aplica

P 12 OR (IC 95%)

0,065 3,515 1,37 (0,99-1,90)

ERCC2/XPD

Lys751GIn 0,001* 11,007 2,06 (1,34-3,17)

0,068 3,321 0,74 (0,53-1,02)

3.3  Frequéncia genotipica e alélica e manifestacdes clinicas em pacientes com
LES

Foram analisadas associacfes heterozigéticas estatisticamente significantes a
respeito dos polimorfismos Arg399GIn em XRCC1 e Lys751GIn em ERCC2/XPD, que
estdo descritas na Tabela 3. Para o polimorfismo Arg399GIn do gene XRCC1 foram
descritas associagdes com 0s seguintes sintomas clinicos: rash malar - ACR (83,5%)
(P =0,000; OR =7,47; IC = 4,18-13,33); fotossensibilidade (82,9%; P = 0,000; OR =
9,69; IC = 5,40-17,41); ulceras mucosas (75,0%) (P = 0,031; OR = 2,07; IC = 1,06-
4,03) e anti-dsDNA positivo (68,8%; P = 0,043; OR =1,69; IC = 1,01-2,81).
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As manifestacbes clinicas associadas ao genotipo A/C do polimorfismo
Lys751GIn no gene ERCC2/XPD foram: sindrome nefrotica (100%) (P = 0,000);
edema (87,9%;P = 0,000; OR = 7,01; IC = 3,53-14,30); elevacdo da creatinina
(85,4%;P = 0,001; OR = 3,93; IC = 1,59-9,75); anti-dsDNA (84,4%;P = 0,000; OR =
7,00; IC = 3,86-12,69); cilindrdria (84,0%;P = 0,000; OR = 4,36; IC = 2,25-8,46);
sistema complemento alterado (82,5%;P = 0,000; OR = 68,23; IC = 23,21-200,67);
leucocitaria (81,9%;P = 0,000; OR = 4,29; IC = 2,38-7,74); derrame pleural (81,0%;P
= 0,001; OR = 3,05; IC = 1,53-6,08); hematuria (80,6%;P = 0,000; OR = 3,87; IC =
2,18-6,68); ulcera mucosa (80,4%; P = 0,004; OR = 2,82; IC = 1,38-5,77); Ulceras
mucosas/nasais - ACR (79,6%;P =0,007; OR = 2,59; IC = 1,22-5,47); serosites - ACR
(79,3%;P = 0,000; OR = 3,02; IC = 1,66-5,51); nefrites - ACR (77,7%;P = 0,000; OR
= 3,54; IC = 2,06-6,07); rash malar - ACR (75,2%;P = 0,000; OR = 2,84; IC = 1,68-
4,82); alteracbes imunoldgicas (72,3%; P = 0,000; OR = 3,00; IC = 1,75-5,17); e
fotossensibilidade (70,4%;P = 0,006; OR = 2,00; IC = 1,19-3,62).

A frequéncia dos genotipos heterozigotos A/G, do polimorfismo Arg399GIn no
gene XRCC1 e A/C, do polimorfismo Lys751GIn no gene ERCC2/XPD, e os demais
gendtipos dos pacientes, assim como as respectivas associacdes com as
manifestacdes clinicas, estdo representados na Tabela 3.



Tabela 3: Distribuicdo da presenca das manifestacdes clinicas em pacientes com LES conforme a frequéncia genotipicas de XRCC1
e ERCC2/XPD

XRCC1 Arg399Gin ERCC2/XPD Lys751GIn
Manifestacao clinica AIG AAIGG A/C AA/CC
P OR (IC) P OR (IC)
N % N % N % N %

Ulcera mucosa # 42 75,0% 14 25,0% 0,031* 2,07 (1,06-4,03) | 45 80,4% 11 19,6% 0,004* 2,82 (1,38-5,77)
Derrame pleural 38 60,3% 25 39,7% 0,384 0,88 (0,49-1,57) | 51 81,0% 12 19,0% 0,001* 3,05 (1,53-6,08)
Edema # 64 70,3% 27 29,7% 0,079 1,69 (0,98-2,91) | 80 87,9% 11 12,1% 0,000* 7,01 (3,53-14,30)
Elevacéo da creatinina # 30 73,2% 11 26,8% 0,088 1,77 (0,84-3,72) | 35 854% 6 14,6% 0,001* 3,93 (1,59-9,75)
Leucocituria # 69 65,7% 36 34,3% 0,238 1,25(0,75-2,10) | 86 81,9% 19 18,1% 0,000* 4,29 (2,38-7,74)
Cilindruria # 56 69,1% 25 30,9% 0,093 1,51(0,86-2,65) | 68 84,0% 13 16,0% 0,000* 4,36 (2,25-8,46)
Sindrome Nefrética # 122 68,9% 77 31,1% 0,160 1,43(0,77-2,64) |116 100% 83 0,0% 0,000* N/A
Hematuria # 73 67,6% 35 32,4% 0,163 1,45(0,77-2,64) | 87 80,6% 21 19,4% 0,000* 3,87 (2,18-6,68)
Anti-dsDNA # 88 68,8% 40 31,3% 0,043* 1,69 (1,01-2,81) |108 84,4% 20 15,6% 0,000* 7,00 (3,86-12,69)
Sistema complemento alterado # 126 64,9% 68 35,1% 0,146 1,42 (0,80-2,56) [160 82,5% 34 17,5% 0,000* 68,23 (23,21-200,67)
Rash malar - ACR # 111 83,5% 22 16,5% 0,000* 7,47 (4,18-13,33) |100 75,2% 33 24,8% 0,000* 2,84 (1,68-4,82)
Fotossensibilidade - ACR # 126 82,9% 26 17,1% 0,000* 9,69 (5,40-17,41) | 107 70,4% 45 29,6% 0,006* 2,00 (1,19-3,62)
Serosites - ACR # 56 64,4% 31 35,6% 0,394 1,18 (0,65-1,91) | 69 79,3% 18 20,7% 0,000* 3,02 (1,66-5,51)
Nefrites - ACR # 86 66,2% 44 33,8% 0,147 1,35(0,82-2,25) |101 77,7% 29 22,3% 0,000* 3,54 (2,06-6,07)
Alteracdes imunolodgicas - ACR# 104 60,1% 69 39,9% 0,143 0,71 (0,41-1,24) |125 72,3% 48 27,7% 0,000* 3,00 (1,75-5,17)
Ulceras mucosas/nasais - ACR# 36 73,5% 13 26,5% 0,056 1,84 (0,92-3,68) | 39 79,6% 10 20,4% 0,007* 2,59 (1,22-5,47)

# A presenca dos dois genétipos heterozigotos contra qualquer outra combinagao genética esta associada com a caracteristica clinica de LES.
* P<0,05.

LT
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4. DISCUSSAO

Avaliar fatores genéticos envolvidos no lipus eritematoso sistémico tem sido
cada vez mais frequente na pesquisa e prética clinica. Nesse trabalho, foi explorada
a possibilidade de a frequéncia de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) nos
genes XRCC1 e ERCC2/XPD (Tabela 2) estar relacionada com manifestacdes
clinicas dos pacientes portadores da doenca (Tabela 3).

A primeira etapa do estudo foi a analise da frequéncia de SNP no gene XRCC1
cédon 399 na populacdo do Distrito Federal. A frequéncia de gendtipos
heterozigoticos (A/G) no cddon 399 do gene XRCC1 no nosso trabalho totalizou
62,6% dos participantes envolvidos, tendo maior frequéncia em relacdo aos estudos
de Lin et al (50,6%) e Bassi et al (21,8%) em LES; Cho et al (37,2%) em carcinoma
nasofaringeo; Trabulus et al (35%) em doenca renal em fase terminal (Bassi et al.,
2008; Cho et al., 2003; Lin et al., 2009; Trabulus et al., 2012).

No tocante a associacao deste polimorfismo com as caracteristicas clinicas,
houve forte associacao entre o genotipo A/G com a presenca de rash malar - ACR (P
= 0,000; OR = 7,47; IC = 4,18-13,33), fotossensibilidade (P = 0,000; OR = 9,69; IC =
5,40-17,41) e ulceras mucosas (P = 0,031; OR = 2,07; IC = 1,06-4,03), seguida de
consideravel relacdo de anti-dsDNA (P = 0,043; OR = 1,69; IC = 1,01-2,81) nos
participantes deste estudo.

Os resultados do trabalho de Lin et al. (fotossensibilidade, 57,6%, e rash malar,
55,2%) quando comparados ao nosso estudo (82,9% e 83,5%, respectivamente),
apresentaram menores relacdes. Apesar de 0 nosso estudo também ter tais relacdes,
nao constatamos artrite e desordens hematolégicas associadas ao genétipo A/G.
Ainda, no tocante as relacdes citadas, 0 autor sugere que sdo necessarios estudos
mais detalhados para investigar os mecanismos moleculares controladas por XRCC1
e suas variantes genéticas(Lin et al., 2009).

Na literatura, diversos autores descrevem que as alteracbes hematoldgicas sao
frequentes em LES (sem avaliacdo do background genético), sendo as mais comuns:
anemias (50,0 a 80,0% dos casos); leucopenias (20,0 a 60,0%); neutropenias
(aproximadamente 50% dos pacientes); linfopenia (20,0 a 80,0% dos casos);

trombocitopenia (8,0 a 32,0%), entre outras (Garcia Tello et al., 2002).
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Rothfield explica que os pacientes os portadores de LES geralmente apresentam,
durante o curso da doenca, uma ou mais alteracdes hematologicas (Rothfield et al.,
2006). Todos esses fatores estao relacionados com o prognostico da doenca.

Por outro lado, apesar de a frequéncia de artrite em pacientes de LES ser
frequentemente relatada na literatura, neste estudo verificamos que os polimorfismos
estudados parecem ndo ter relacdo de causalidade com tal manifestacédo clinica
(dados nédo mostrados),

Sabe-se que no LES hé forte relagcdo com alteracdes eritematosas. No nosso
trabalho contribuimos para uma reflexdo do background genético sobre esta
associacdo. Grande parte dos participantes com mutacdes genéticas A/G no codon
399 do gene XRCC1 foram diagnosticados com rash malar - ACR (83,5%),
fotossensibilidade - ACR (82,9%) e ulceras mucosas (75,0%). A sensibilidade a luz
solar aumentada faz com que aparecam manchas, principalmente na regido das
bochechas e dorso do nariz, podendo gerar até cicatrizes mais profundas.

O aumento da frequéncia de manifestac6es dermatologicas pode ser explicado
possivelmente pela localizagdo demografica da populacdo do Distrito Federal,
fortalecida pela grande influéncia da incidéncia de luz ultravioleta durante boa parte
do ano, acarretando principalmente alteracdes dermatolégicas, como as citadas
anteriormente.

No estudo feito em 1995, com 685 participantes, em S&o Paulo, Brasil, sem
analisar fatores genéticos, 51% foram diagnosticados com rash malar e 47% com
fotossensibilidade, sem que os participantes apresentassem Ulceras mucosas
(Chahade et al., 1995).

Mais recentemente, em 2012, um estudo constituido por 888 participantes
realizado na cidade de Sao Paulo, Brasil, um dos maiores sobre a doencga e de maior
impacto no pais, ainda sem avaliar polimorfismos genéticos, comprovou a frequéncia
de rash malar de 83,2%, seguida de fotossensibilidade, 76,9%, e presenca de
manifestagbes com ulceras mucosas, 23,2% (Borba et al., 2013).

Sabe-se que a radiacdo ultravioleta (UV) é um forte indutor de ldpus e,
juntamente com fatores genéticos, corrobora o0 aumento da suscetibilidade a doenca.
O ultimo estudo citado possui grande relacédo com o nosso trabalho, que pode ser
explicada pelo menor decurso de tempo entre os dois e pelo aumento da temperatura

mundial nos dltimos anos. Segundo a National Oceanic and Atmospheric
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Administration (NOAA), 2014 foi o ano mais quente do planeta desde o inicio das
medic¢des, em 1850 (Change, 2015).

Fatores imunoldgicos sédo preponderantes no LES. O polimorfismo Arg399GIn
do gene XRCC1 foi significativamente associado com a presenca do autoanticorpos
anti-DNA de dupla hélice (anti-dsDNA), sendo sua frequéncia de 68,8%, superior aos
mesmos trabalhos citados anteriormente, com 47,0% e 35,1% respectivamente.
Embora tenha sido relatado em outras patologias, esse autoanticorpo esta
correlacionado com alguns aspectos patolégicos e progndsticos importantes da
doenca.

Além disso, a pesquisa do anti-dsDNA é altamente Util para o diagnéstico e
seguimento da doenca, principalmente em casos em que ha complicacées renais,
dentre elas a proteinuria. A maior causa de morbidade e mortalidade de pacientes
com LES sdo os problemas renais, principalmente nefrite lUpica (Rezende et al.,
2014).

O gene XRCC1 nao estd somente associado com doencas autoimunes, mas
existe possibilidade de relacdo com outros tipos de doencas e diversos canceres,
como de mama (Rodrigues et al., 2011), colo uretral (Rossit et al., 2002), es6fago
(Rezende et al., 2014), nasofaringeo, fatores prognésticos pés-radioterapia (Seibold
et al., 2015), além de ser presumivel modificador de risco significativo para cirrose
alcoolica (Rossit et al., 2002).

Por isso, estudar cada vez mais o gene XRCC1 e relaciona-lo com diversos
tipos de doengas e seus respectivos sintomas clinicos trard, entdo, beneficios a
saude, do diagndstico ao prognéstico.

O gene ERCC2/XPD esta associado a fotossensibilidade, a aumento na
pigmentacdo na pele, a canceres de pele, surdez e comprometimentos no sistema
nervoso, como degeneracdo neuronal e reducdo progressiva das capacidades
mentais (Rajaraman et al., 2010). E um gene considerado essencial, por influenciar
na morte embrionaria (Friedberg, 2003). A maioria das mutacdes XPD estdo
associados a fendtipos mais severos (Stefanini et al.,, 2010). Em contrapartida,
elevada expressao nesse gene pode reduzir aberracbes genéticas, aumentando a
sobrevida do paciente (Zhou et al., 2015) .

A XPD helicase € uma das proteinas mais importantes na reparacao de danos
ao DNA induzidas por tabaco. Presume-se que polimorfismos nesse gene pode afetar

o risco de cancer relacionado ao fumo. A presenca do alelo GIn e do genétipo C/C
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relacionado com cancer de pulméo foi sugerida em estudo, porém o resultado foi
baseado em pequeno numero de individuos, 14 casos e 6 controles (Liang et al.,
2003).

Em nosso trabalho, o que mais evidenciamos quanto ao polimorfismo
Lys751GIn em ERCC2/XPD foram os fatores relacionados ao sistema renal. A
presenca de sindrome nefrética, nefrites, hematuaria, cilindrdria, leucocitdria e
elevacdo da creatinina, além dos demais sintomas, foram confirmados
estatisticamente na populacdo. Nado ha muitos trabalhos relacionando esse
polimorfismo com o LES, mas ha vasta literatura descrevendo estas manifestagfes
clinicas.

No estudo de revisdo bibliografica de Tianyuan Xiong e colaboradores (2014)
foram comparados 15 trabalhos com polimorfismo Lys751GIn no gene ERCC2/XPD e
risco de cancer de bexiga. Os resultados encontrados sugeriram que o polimorfismo
nesse gene pode contribuir para uma ligeira associacdo com o risco de cancer de
bexiga no modelo recessivo (Xiong et al., 2014)

Nefrite (glomerulonefrite) € um processo inflamatério que afeta estruturas
renais, principalmente o glomérulo. A nefrite lipica é caracterizada por ser mediada
pelos complexos imunitarios. Como ja dito, as nefrites sdo as principais causas de
morbidades relatadas em pacientes de LES. Além disso, fatores como baixo nivel
socioeconémico podem interferir diretamente na qualidade de vida dos pacientes,
merecendo por isso atencdo especial. Registrou-se que aproximadamente de 40 a
70% dos pacientes de LES irdo desenvolver nefrite lupica (Mohan and Putterman,
2015).

Em estudo realizado com 100 pacientes atendidos pelo Servico de
Reumatologia da Santa Casa de MisericOrdia de Sao Paulo, o intervalo médio entre o
diagnostico de LES e nefrite foi de 2,32 + 4,70 anos (Melo et al., 2009). Esse dado é
de extrema importancia, pois contribui para 0 acompanhamento do curso da doenca
nos pacientes.

Intensa imunossupressdo com esteroides e ciclofosfamida pode alcancar
excelentes resultados a longo prazo no tratamento de glomerulonefrite em LES (Mok
et al., 2006). Porém, ao longo dos ultimos 50 anos, novas estratégias para 0 manejo
terapéutico da nefrite lUpica vém sendo apresentadas, variando quanto a regides
demograficas, valores socioecondmicos e diferencas étnicas (Chan, 2014).
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A sindrome nefrotica (nefrose) é caracterizada pela grande eliminagdo de
proteina na urina (>3,5g por 1,73m2 de superficie corporal em 24 horas ou acima de
50mg/kg de peso em 24 horas), aléem de edema, hipoproteinemia e dislipidemia.
(Nachman PH, Jennette C, Falk RJ. Primary glomerular disease.In: Brenner BM.
Brenner & Rector’s The Kidney). O diagnéstico é feito por meio de critérios clinicos,
laboratoriais e por exames histopatoldgicos de biopsia renal (BRASIL, 2013).

A presenca anormal de células vermelhas do sangue na urina € denominada
hematuria. No estudo retrospectivo de 1981 a 1997, realizado pelo Rheumatology
Research Center, Tehran University of Medical Sciences, com 1.700 pacientes de
LES, 700 pacientes apresentaram hematuria e 31 foram identificados com hematuria
isolada, que € observada principalmente quando LES e nefrite estdo ativos. No
entanto, ndo houve correlacao significativa entre hematuria isolada com complemento
alterado e anti-dsDNA.

No nosso trabalho, 80,6% pacientes com genétipo A/C para o polimorfismo
Lys751GIn gene ERCC2/XPD apresentaram hematdria. Hematuria positiva tem sido
associada com nefrite lUpica ativa e anti-dsDNA positivo (Esdaile et al., 1991; Mitjavila
et al., 1996).

A cilindruria é a presenca de cilindros anormais na urina. Esse foi outro sintoma
clinico que apresentou diferenca significativa em nosso trabalho, no qual pacientes
com perfil heterozigético para Lys751GIn em ERCC2/XPD apresentaram cilindruria
correspondente a 84%.

Em Belém do Par4, Brasil, estudo retrospectivo realizado com 104 portadores
de LES, atendidos de 1990 a 1999, apresentou frequéncia de 43,04% dos pacientes
com presenca de cilindros na urina (Sauma et al., 2004).

A estimativa da fungéo renal em pacientes com LES é de suma importancia na
determinacao da gravidade, progresséo e prognostico do acometimento renal, assim
como no manejo farmacolégico e ajuste de doses do farmaco utilizado (Martinez-
Martinez et al., 2012). A fungéo renal pode ser avaliada por meio da depuracao renal
(clearance).

O clearance é utilizado para aferir velocidade e eficiéncia da filtracdo renal.
Quando existe piora na funcao renal ha aumento de excre¢do de creatinina tubular,
superestimando a taxa de filtragao glomerular (TFG).

O padrao ouro consiste em quantificacdo de marcadores exdgenos, como

inulina, iotalamato ou acido tetracético de etilenodiamina (EDTA). Porém, sao
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métodos considerados caros e que geralmente indisponiveis nos laboratérios clinicos,
tornando-se inviaveis na pratica clinica. No estudo envolvendo 86 pacientes com
nefrite ldpica, 61,6% apresentaram taxa de filtracdo glomerular <60mL de
plasma/min/1,73m2.

No mesmo trabalho foi relatado que pacientes com TFG = 60mL de
plasma/min/1,73m?, ou seja, normal, tinham progndstico significativamente melhor
quando comparado aos que tinham taxa <60mL de plasma/min/1,73mz2. Além disso,
também obtiveram maior sobrevida (Patel et al., 2011).

Outra metodologia que auxilia a avaliagdo da funcdo renal € a dosagem de
creatinina sanguinea. Com a ingestdo de proteinas provenientes da dieta, ha
producdo de creatina fosfato pelo figado. O consumo da creatina fosfato pelos
musculos para geracao energética produzira creatinina, que, por sua vez, € eliminada
pelos rins. Por meio da dosagem desse componente também é possivel avaliar a
funcao renal.

O sistema complemento (SC) participa da ativacdo de processos inflamatérios
contra infeccdes no corpo humano. E constituido por um conjunto de proteinas
plasmaticas, células inflamatdrias, lise celular, amplificacdo de resposta, entre outros,
e € ativado por diversos mecanismos, resumidamente explicados pelas vias classica
e alternativa. A atuacao inadequada do SC pode causar graves danos a tecidos, como
acontece no LES.

Polimorfismos genéticos envolvendo o SC podem acometer componentes da
membrana celular e dos receptores e proteinas sollveis de controle imunitério.
Mutacbes em genes cruciais podem, por sua apropriada acdo, levar ao
desenvolvimento de patologias como LES, artrite reumatoide, esclerose mudltipla,
doenca celiaca, entre outras. No LES, h& deposicédo dos complexos imunes, podendo
afetar multiplos 6rgéos.

Deficiéncias nos primeiros passos da via classica do sistema complemento
estdo associadas ao LES, comprometendo a solubilizagdo e remogéo dos complexos
(Iturry-Yamamoto and Portinho, 2001). Além disso, o sistema complemento pode
afetar tanto a imunidade inata quanto a adaptativa. Proteinas do SC, como C3 e C4,
sao utilizadas para monitorar o curso da doenca (Troldborg et al., 2015).

O fator nefritico C3 é um exemplo de deficiéncia que ocorre no SC e parece
estar associado com glomerulonefrite, também relacionada no nosso trabalho. O

mecanismo de acéo se da pela estabilizacdo da C3 convertase, levando a consumo
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exacerbado de C3 e remocédo imprépria dos complexos imunes, causando processo
inflamatdério no glomérulo renal.

Componentes como C1, C2 e C4 vém sendo associados com o LES. Ademais,
deficiéncias hereditarias homozigoticas dos componentes C1qg, Clr, Cls, C2 e C4
parecem estar fortemente associadas com essa patologia(da Rosa Utiyama et al.,
2004)..

No nosso estudo, 82,5% dos individuos heterozigotos A/C para o polimorfismo
Lys751GIn do gene ERCC2/XPD apresentaram o SC alterado. Isso aumenta ainda
mais a importancia da monitoracdo desse sistema crucial no processo imune,
contribuindo para outros trabalhos envolvendo doencas autoimunes, como o LES.

Sabe-se que o funcionamento inadequado do SC é fator de risco para o
acometimento renal. Diversas manifestacdes clinicas decorrentes do polimorfismo
Lys751GIn do gene ERCC2/XPD, relacionadas ao sistema renal, apresentadas em
nosso trabalho, podem ser consequéncias do SC alterado (P = 0,000; OR =68,23; IC
= 23,21-200,67).

No presente estudo, os dois polimorfismos em tela apresentaram diferencas
estatisticas entre o grupo caso e o controle na populagdo analisada. Portanto,
correlaciona-los € interessante, uma vez que poderia ajudar na prevencao e avaliacao
do curso da doenca.

Em dois estudos analisados por Chen S. et al, 2002, os polimorfismos do gene
ERCC2/XPD foram correlacionados com o XRCC1. Foi verificado o aumento
significativo do risco de cancer de pulmé&o entre pessoas com cinco ou seis alelos
variantes (envolvendo ERCC2/XPD Asp312Asn, ERCC2/XPD Lys751GIn e XRCC1
Arg399GIn) em comparacéo a pacientes sem alelos variantes (Chen et al., 2002; Zhou
et al., 2003).

No nosso trabalho, os polimorfismos dos genes estudados também foram
correlacionados. Todas as manifestacfes clinicas apresentadas nos dois genes
analisados tiveram relacdo estatisticamente significante, exceto no tocante a derrame
pleural.

Xiangdong Wang e colaboradores (2015) descreveram associagcdo do
cromossomo 19 no cancer de pulmdo, relatando fortes evidéncias dos genes
ERCC2/XPD e XRCC1 no envolvimento desse tipo de cancer (Wang et al., 2015)

Artigo de revisdo bibliografica publicado no Jornal Molecular Vision, 2015

defende a visdo de que os genes XRCC1 e ERCC2/XPD podem desempenhar papel
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importante na suscetibilidade a catarata relacionada a idade (Chi et al., 2015). Esses
e outros trabalhos corroboram a relacdo do cromossomo 19 no envolvimento de
diversas doencas.

O teste anti-dsDNA é bastante especifico para LES. Entretanto, de 50% a 70%
dos pacientes apresentam anti-dsDNA positivo. Por isso, além de ser suporte para o
diagndstico, esse teste é utilizado para monitorizacdo da doenca, visto que aumentos
dos niveis desses autoanticorpos coincidem com crises dos sintomas (Rekvig, 2015).
No nosso trabalho, a frequéncia de anti-dsDNA A/G para o gene XRCCL1 foi de 68,8%
e a frequéncia A/C para o gene ERCC2/XPD foi de 84,4%.

Sabe-se que a presenca de anti-dsDNA no sangue esta fortemente associada
com o LES e que o rash malar é um dos seus sinais mais recorrentes. Assim, é
possivel que polimorfismos no cromossomo 19 estejam relacionados diretamente com
o LES. Para isso, sdo necessarios mais estudos correlacionando os dois genes
analisados com outros polimorfismos presentes nesse cromossomo.

Outra manifestacéo clinica avaliada no nosso estudo foi 0 edema. Esse sintoma
€ comum em pacientes de LES, ocorrendo principalmente nas maos, bracos, pernas
e pés, resultado do excesso e acumulo de liquidos nos tecidos corporais. No LES, o
edema pode ser uma manifestacdo de trombose venosa ou decorréncia da
hipoalbuminemia. H& relatos de casos incomuns de pacientes de LES com edema

generalizado, resultando em efusfes serosas e obstrucdes linfaticas.

5. CONCLUSAO

O Lupus Eritematoso Sistémico € uma doenca sistémica, caracterizada por
profundas alteracbes na regulacao imune, capaz de acometer diversos tecidos, com
acumulo de imunocomplexos. Mutacdes no cromossomo 19 parecem estar
relacionadas com o LES. Os polimorfismos dos genes XRCC1l e ERCC2/XPD
analisados neste trabalho estéo localizados nesse cromossomo, em regides proximas,
o que reforca a teoria de ligacdo génica destes loci e progndstico da doencga, pois a
distribuicdo dos polimorfismos nos portadores de LES é diferente da dos controles.

Polimorfismos nos genes XRCC1 e ERCC2/XPD em pacientes portadores de

LES e suas manifestacbes clinicas foram estatisticamente relacionados com a
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populacao brasileira analisada. O polimorfismo Arg399GIn do gene XRCC1 eleva o
risco do portador de LES de desenvolver fotossensibilidade, rash malar e ulceras
mucosas. Em relagdo ao polimorfismo Lys751GIn no gene ERCC2/XPD, o risco de o
paciente apresentar SC alterado € de 68 vezes. Para outras manifestacdes clinicas,
como edema e anti-dsDNA, o risco é 7 vezes maior do que pacientes portadores de
LES sem alteracdes heterozigGticas nesse gene.

Desordens renais também possuem elevado risco associado ao polimorfismo
descrito para ERCC2/XPD, dentre as quais, cilindrdria, leucocitiria, hematuria,
elevacdo da creatinina e nefrites. Além disso, todos os pacientes com genotipo A/C
para o polimorfismo Lys751GIn no gene ERCC2/XPD apresentaram sindrome

nefrética, o que evidencia a influéncia do gene na manifestacao clinica renal no LES.
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