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RESUMO

O Lupus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca auto-imune sistémica de
etiologia desconhecida e atinge diversos 6rgaos e sistemas, dentre eles pele,
articulacdes, serosas e rins. O gene CTLAA4, localizado no cromossomo 2 (2933), &
membro de uma superfamilia de imunoglobulinas, sendo o produto da expressao
detectavel em células T apds apresentacdo de antigenos. Polimorfismos neste gene
estdo associados com a susceptibilidade a uma série de doencas autoimunes.
Assim, o objetivo deste trabalho € investigar a associacdo do polimorfismo da regiao
codante do gene CTLA4 (rs231775) com a ocorréncia de LES em uma amostra
brasileira. O estudo caso-controle foi composto de 257 pacientes portadores de LES
e 0 grupo controle de 128 individuos sem descricdo de critérios para doencas
autoimunes. Foram obtidas amostras de sangue total e as caracteristicas clinicas
dos pacientes com LES extraidas de seus prontuarios. Para a genotipagem desta
regido foi utilizada a técnica PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism —
polymerase chain reaction). A distribuicdo genotipica do polimorfismo ndo se
diferenciou significativamente entre individuos com LES e os do grupo controle (P =
0,0858). Além disto, é digno de nota que metade dos individuos do grupo controle
eram homozigotos dominantes AA (52,3%), enquanto esta porcentagem era 40,5%
no grupo LES (P = 0,027; OR = 0,62). Os individuos AA do grupo caso
apresentaram menor ocorréncia de serosites (ACR), pleurisia, derrame pleural e
pneumonia. Sendo assim, tais resultados sugerem que a presenca do genétipo AA
no polimorfismo do gene CTLA4 (rs231775) é fator protetor de LES na populagéo
estudada.

Palavras-chave: CTLA4. Polimorfismo. Lupus Eritematoso sistémico.



ABSTRACT

The Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a systemic autoimmune disease of
unknown etiology and affects many organ systems, including the skin, joints, serous
and kidney. The CTLA4 gene, located on chromosome 2 (2933), a member of a
superfamily of immunoglobulins, being the product of detectable expression in T cells
after antigen presentation. Polymorphisms in this gene are associated with
susceptibility to a number of autoimmune diseases. The aim of this study is to
investigate the association of the polymorphism codante region of the CTLA4 gene
(rs231775) with the occurrence of SLE in a Brazilian sample. The case-control study
consisted of 257 patients with SLE and the control group of 128 individuals with no
description of criteria for autoimmune diseases. Whole blood samples were obtained
and the clinical characteristics of patients with SLE extracted from their records. For
genotyping of this region was used to PCR-RFLP technique (restriction fragment
length polymorphism -polymerase chain reaction). Genotype distribution of the
polymorphism did not differ significantly between patients with SLE and the control
group (P = 0.0858). Moreover, it is noteworthy that half of the control subjects were
homozygous dominant AA (52.3%), while this percentage was 40.5% in SLE group
(P = 0.027; OR = 0.62). AA individuals in the case group had lower occurrence of
serositis (ACR), pleurisy, pleural effusion and pneumonia. Thus, these results
suggest that the presence of the AA genotype polymorphism in the CTLA4 gene
(rs231775) is SLE protective factor in the population studied.

Keywords: CTLA4. Polymorphism. Lupus.



10

SUMARIO
| N 200 5100710 TR 11
2 OBIETIVOS ..o 23
2.1 ODJEUVO QEIAL. ... 23
2.2 ODbJetivoSs ESPECITICOS .....uuuiieiiiiiii e 23
G TN 1 o I (@ I Y PP 24
4 MATERIAIS E METODOS.......c.coiiiecteiteeeeeee et eee et ste e eteate e sre e ene s 25
4.1  PartiCipantes da PESOUISA «...uuuieeieeriiieeeeiiiiieeeeeeeiteeeeeeeaaiaeeeeeeaann e e seennnnns 25
4.2 EXracao de DNA ... s 25
4.3 PCR (Reacdo em cadeia de Polimerase) Qualitativo ..............ccccceeeeeeeeeennnn. 26
4.4 DigeStA0 ENZIMALICA ......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt e e e 26
4.5  ANAlISE EStatiStiCa........ceveeiiiiiiiiiiiiie e 27
5 RESULTADOS ..ottt e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaeas 28
B DISCUSSAD ....cooviiiiiiiieieieieie ettt sttt ettt se s 31
7 CONCLUSAOD. ..ottt sttt ettt es st n et ee s e enns 34
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cceiiiiiiiiiieieie et 35



11

1 INTRODUCAO

1.1 Estruturado gene e expresséao da proteina CTLA-4

O gene CTLA4 codifica uma proteina que transmite um sinal inibidor para os
linfécitos T por meio da ligacdo as moléculas B7 expressas na célula apresentadora
de antigeno. Este gene se localiza no cromossomo humano 233, e consiste em
guatro éxons (figura 1) e possui 7195 kilobases (kb). O primeiro éxon codifica uma
sequéncia de comando que codifica 37 aminoacidos, o segundo o dominio
semelhante de uma imunoglobulina V com 116 aminoacidos, o terceiro uma regiao
transmembranar hidrofébica de 37 aminoacidos acidos, e o quarto um dominio
citoplasmatico (DARIAVACH et al., 1988).

Este gene é conhecido por conter polimorfismos em trés regides: um SNP
(polimorfismo de nucleotideo Unico) de substituicdo citosina/-timina na posi¢ao -318
do promotor de (C-318 / T-318), polimorfismo adenina/-guanina na posicao +49 (A49
/ G49) e uma sequenciacdo dinucleotidica (Adenina/-Timina) no éxon 4 (AKAMIZU,
2006). O polimorfismo do gene CTLA4 na posicdo +49 no éxon 1 contém um
dimorfismo A / G, o que causa uma troca de amino&cidos (treonina para alanina) na
sequéncia de péptido lider, o que pode resultar um impacto na regulacdo
imunoldgica (MISRA et al., 2016; MAURER et al., 2002).

O CTLA-4 e CD28 tém funcbes opostas e ambos competem entre si pela
ligacdo a familia B7 expressa nas células apresentadora de antigenos (APCs),
esses dois receptores se assemelham muito em sua sequéncia, sendo membros do
mesmo cromossomo (HARPER et al., 1991), entretanto o CTLA-4 se liga
consideravelmente com pelo menos 10 vezes maior afinidade do que o CD28 aos
seus ligantes comuns B7-1 e B7-2 (CD80 e CD86, respectivamente) (GREENE et
al., 1996). Assim, o conceito fundamental que emerge € que um importante papel do
CTLA-4 é a de regular a estimulacdo de CD28 pelos seus ligantes naturais, através
do feedback negativo pela ativacdo das células T (MANDELBROT; MCADAM,;
SHARPE, 1999). Em 1995 quando Tivol e Waterhouse descreveram que
camundongos com mutagbes desabilitantes deste gene apresentavam
linfoproliferacdo severa associada a autoimunidade sistémica letal, foi demonstrada
a importancia fundamental deste eixo para manutencdo do controle da resposta
imune (TIVOL et al., e WALTER HOUSE et al., 1995).
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Figura 1: Representacdo esquematica dos exons e sitio polimorficos conhecidos
dentro do gene CTLA4: C/T (citosina / timina) na regido promotora de CTLAA4,
localizado na posicdo -318 a partir de cédon de iniciagdo ATG; A/G (adenina /
guanina) dimorfismo no exon 1, localizado na posicdo 49 do ATG cddon de
iniciacdo, sequénciacdo dinucleotidica (AT) localizada na regido néo traduzida do
exon 4. A distancia entre o polimorfismo do exon 1 e o dinucle6tido de repeticdo no
exon 4 é 5421 pb. (adaptado AKAMIZU, 2006)

O sistema imunolégico € constituido por uma complexa rede de 6rgaos,
células e moléculas, e tem por finalidade manter a homeostase do organismo,
combatendo as agressfes em geral, tém a habilidade de reconhecer especificas
estruturas moleculares ou antigenos e desenvolver uma resposta efetora perante
estes estimulos, provocando a sua eliminacdo (CRUVINEL, 2010).

A imunidade inata atua como a primeira linha de defesa, seus mecanismos
atuam imediatamente, porém ndo produzem uma protecao duradoura. Ndo sendo
suficiente, outra resposta imune estimulada pela exposicdo a agentes infecciosos,
aumentam a capacidade defensiva e se adapta pra proteger contra patégenos ou
substancias estranhas, chamada resposta imune adaptativa (ABBAS, 2015).

A imunidade adaptativa pode ser dividida em imunidade humoral, que &
mediada principalmente pelos linfécitos B e anticorpos produzidos por ele, e
imunidade celular que se baseia nos linfécitos T e seus produtos como as citocinas.
Os linfocitos T expressam o receptor de célula T (TCR) e s6 se tornam funcionais
apos maturacao no timo (JANEWAY; TRAVERS; WALPORT, 2005, PARSLOW et
al., 2004)

A resposta adaptativa se inicia quando o TCR de um linfocito reconhece um

epitopo das APCs, esse reconhecimento é fundamental, mas ndo suficiente. A
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expansédo clonal e diferenciagdo em células efetoras, requer um segundo sinal ou
sinal co-estimulador (figura 3) que € emitido pelas células apresentadoras de
antigenos, em que a célula T reconhece seu antigeno especifico (PERKINS et al.,
1996); é preciso que a APC expresse a molécula de coestimulagédo B7 e se ligue ao
receptor CD28 na célula T. Com esse duplo sinal os linfécitos T séo ativados e
proliferam (JANEWAY; TRAVERS; WALPORT, 2005; QURESHI et al., 2011).
Instituida a resposta, uma das preocupacdes do sistema imune é ajustar a
intensidade dessa resposta a quantidade de antigeno para elimina-lo, e uma das
proteinas que contribuem para a modificacdo dos sinais co-estimuladores que
dirigem essa resposta é o CTLA-4 (PARSLOW et al., 2004), um receptor alternativo
para as moléculas de B7 que compete com CD28, que é induzida no caso de

ativacao (figura 2), porém nao é encontrada nas células em repouso (SOSKI, 2014).

opuepiay

Figura 2: O CTLA-4 é uma proteina com meia-vida curta dentro da célula, na
sequéncia da sintese do CTLA-4 sobre reticulo endoplasmatico rugoso, o CTLA-4
amadurece no complexo de golgi e entdo é transportado para a membrana
plasmatica. Na superficie celular a proteina clatrina adaptador (AP-2) reconhece a
sequéncia desfosforilada do dominio citoplasmatico do CTLA-4 procedendo uma
rapida endocitose. O CTLA-4 pode se reciclar de volta para a superficie da célula ou
ser conduzido aos lisossomos onde vai ser rapidamente degradado (adaptado de
SOSKIC, 2014).
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Em células ndo ativadas, o CTLA-4 localiza-se intracelularmente em
vesiculas; uma vez ativada, uma quantidade € transportada para a membrana
plasmatica por meio dos sinais dos receptores das células T (TCR) (EGEN and
ALLISON, 2002; LINSLEY et al.,, 1996). A sua internalizacdo ocorre também
rapidamente através do complexo adaptador da clatrina (AP-2), que interage com o
dominio citoplasméatico de fosforilado do CTLA-4 sucedendo entdo a endocitose
(figura 2), porém permanecendo este dominio fosforilado o CTLA-4 continua
estabilizado na superficie celular (EGEN and ALLISON, 2002).

Estudos mostram que o CTLA-4 pode regular negativamente a resposta de
células T por dois mecanismos distintos. Um deles é pela sinalizacdo negativa
mediada por CTLA-4 em resposta a ativacdo do receptor de células T (figura 3) (LEE
et al., 1998), e este mecanismo requer a cauda citoplasmatica de CTLA-4 e pode
ocorrer nas fases iniciais de um resposta imunitaria quando a expressao de CTLA-4
e B7 é limitada (CARRENO et al., 2000). O outro mecanismo opera por meio da

competicédo de superficie celular entre CTLA-4 e CD28 para B7 vinculativo.

A ligag3o cruzada do CD28 fornece o sinal co-estimulador durante O CTLA- liga-se 30 b7 com mais avidez que o CD28 e fornece os
a ativagao das células T virgens e induz a expressao de CTLA-4 sinais inibitorios para as células T ativadas
Célula T virgem Célula T ativada

5§68 886 &

l l i1 - | 1 | i ! l l 11
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Celula apresentadora de antigeno Célula apresemadora de antigeno

® 1997 Current Biology Ltd. / Garland Publishing, Inc.

Figura 3: Sinalizagdo negativa mediada por CTLA-4 em resposta a ativacdo do
receptor de células T: A ligacdo do CD28 as moléculas do B7 fornece sinal co-
estimulador ativando a célula T e induz a expressao de CTLA-4. O CTLA-4 tem uma
afinidade maior que o CD28 e fornece sinais inibitorios para as células T ativadas.
(adaptado JANEWAY; cap. 7: Imunidade mediada por células, 2005)

A expressdo de CTLA-4 esta presente principalmente nas células CD4 + e
CD8 + de linfocitos T ativados, no qual € intimamente relacionada a sua fungao.

Através do estudo da cinética de varios subtipos de células T (células T nao-
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ativadas, células T de memoria, células Treg CD4+CD25+ e as ndo regulatorias)
observou-se que o CTLA-4 de superficie celular pode ser recrutado de estoques
intracelulares (JAGO et al., 2004). Jago e colaboradores (2004) notaram que a
presenca de reservatorios pré-existentes de CTLA-4 pode determinar a sua
expressao na superficie, e quando apdés estimuladas células Treg e células de
memoaria expressavam CTLA-4 por mais tempo na superficie celular que as células T
ndo-ativadas e as células nado-regulatérias; sugerindo que a manutencdo dessa

expressao pode estar relacionada aos estimulos submetidos da célula T.

1.2 Associacdo do CTLA-4 e a etiopatogenia das doencgas autoimunes

A autoimunidade é uma reagdo imune contra epitopos proprios, e ela pode
ocorrer pela falha no processo de tolerizacdo ou perda do controle da resposta
(FINGER, 2010). Durante o processo de tolerizacéo, o timo continuamente produz e
apresenta epitopos proprios para eliminacdo de linfocitos autorreativos, portanto
caso haja falha na expressdo de um epitopo proprio, o coloca na categoria de ndo
proprio e portanto suscetivel ao sistema imune (LIU et al., 2006).

Alguns linfécitos T sdo especificos contra epitopos proprios, quando ativados
séo capazes de conter a atividade destrutiva do sistema imune e assumem a fungao
de protetores, sdo os chamados linfécitos T reguladores (Tregs). Estudos
demonstraram uma correlacdo entre a auséncia de Tregs e o desenvolvimento da
autoimunidade sistémica grave, comprovando a importancia destas células para o
controle da resposta imune (LYON et al., 1990; OCHS et al., 2007).

Sendo a molécula do CTLA-4 o principal regulador negativo na ativacao dos
linfocitos T, ela pode desempenhar um papel importante na manutencdo da
tolerancia periférica; mutacdes no gene CTLA-4 poderiam resultar na ativacédo
exagerada dos linfocitos T e, portanto a suscetibilidade a doencas autoimunes
(VAYDIA and PEARCE, 2004).

Vérios estudos independentes associaram variacbes de CTLA-4 a doencas
autoimunes. A doenca de Graves, diabetes melitus tipo 1, hipotireoidismo autoimune
e outras doencas autoimunes como a artrite reumatoide geralmente agrupam-se as

mesmas familias, e o risco dessas doencas tém sido associado a mesma regiao do
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cromossomo 2933 (UEDA, 2003), a exemplo do alelo do antigeno do linfécito T
citotoxico (CTLA4) associado a doenca de Graves (DONNER et al.,, 1997; D A
CHISTIAKOV and R | TURAKULOV, 2003). Um estudo revelou associacdo de
muta¢cdes do gene CTLA4 com a sindrome de desregulagcédo imunolégica dominante
autossdmica em humanos (SCHUBERT, 2014). Além disso, tem sido mostrado que
a expressao desregulada de CTLA4 desloca a resposta imune TH2 para o tipo TH1

na interface materno-fetal (JIN, Li-Ping et al., 2011).

Outro possivel mecanismo pelo qual pode associar a autoimunidade esta no
fato do CTLA-4 ser uma das principais moléculas utilizadas por Tregs para conter a
atividade do sistema imune (BIREBENT et al., 2004), e existem estudos até mesmo
com a associacdo do polimorfismo do CTLA4 e outras doencas como cancer
(SAENZ et al., 2009; JAISWAL et al., 2014).

1.3 Lupus Eritematoso Sistémico

O Lupus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca autoimune, caracterizada
por uma inflamacao crénica que acomete multiplos 6rgdos e sistemas. O LES tem
incidéncia de dez a 12 mulheres para cada homem afetado. Esse predominio ocorre
em todas as faixas etarias, sendo mais marcante entre os 15 e 64 anos de idade
(RUSS, 2001).

Dentre os quatro tipos de Lupus: lUpus discoide, lUpus sistémico, lGpus
induzido e lupus neonatal, o LES é a forma mais comum diferenciando-se pelos
seus efeitos multisistémicos, sendo uma das mais heterogéneas (SATO, 2001). A
doenca pode comprometer varios tecidos e 6rgaos, incluindo rins, articulacdes, pele,
pleura e pericardio, diferentes células do sangue e do sistema nervoso; de forma
simultanea ou sequencial.

O LES é uma doenca cronica, que evolui com periodos de atividade e
remissdo, em gque os pacientes ficam assintomaticos ou pouco sintomaticos.

Dentre as caracteristicas do LES incluem a producdo de auto anticorpos
dirigidos ao nucleo, citoplasma e antigenos de superficie celular (RAHMAN e
ISENBERG, 2008).
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Os pacientes com LES apresentam disturbios imunoldgicos caracterizados
pela producdo de varios auto anticorpos patogénicos e imunocomplexos, assim
como pela falha na depuracdo desses. Caracteristicas como essas podem ser
causadas por defeitos no mecanismo de dele¢ao clonal ou na regulacdo de linfocitos
thl e th2, perda da anergia da célula T, ativacdo policlonal de linfocitos, reacao
cruzada entre antigenos proprios e microbianos, entre outros (GUERRA; VYSE;
GRAHAM. 2012).

A leséao tecidual decorre principalmente pela deposi¢céo de complexos imunes,
da ativacdo do sistema complemento e consequentemente o processo inflamatério.
Em pacientes com LES o processo de fagocitose € comprometido, e pode levar a
uma remocéao inadequada de células apoptoticas e complexos imunes. O déficit na
depuracédo do material de células apoptéticas, propicia situacdes em que antigenos
proprios sdo apresentados ao sistema imunolégico, e este tem sido um dos
mecanismos estudados para a perda de tolerancia imunolégica que ocorre nessa
doenca (SATO, 2001). A deposicdo desses complexos imunes podem estimular as
células T, e pela ativacao das células T as células B podem produzir autoanticorpos
gue ativam o complemento, causando danos nos tecidos (figura 4). As células
dendriticas plasmocitéides (PDCs) ativadas por complexos imunes liberam interferon
a/B (IFN/B), de novo causando danos nos tecidos.

Apesar da etiologia do LES n&o ser completamente conhecida é evidente que
tanto fatores ambientais e predisposicao genética desempenham um papel; uma
forte ligacdo genética foi identificada através da associacdo de estudos familiares.
Estudos de gémeos e familiares forneceram evidéncias para o envolvimento de
fatores genéticos nesta doenca, mostrando uma maior concordancia entre gémeos
monozigoticos em comparacdo com os dizigéticos e um alto grau de associacéo
familiar para o doenca (SEBASTIANI et al., 2009, HOCHBERG MC, 1987), a
hereditariedade do LES se aproxima a cerca de 66%; as taxas de concordancia sédo
de 24% a 56% em gémeos monozigoticos e 2% a 4% em gémeos dizigoticos
(BLOCK et al., 1975; DEAFEN et al., 1992). O padrdo de heranca € complexo o que
indica que varios genes estdo envolvidos.

Os linfocitos T sdo agentes importantes na patogenia, dado que a eliminacao
de mecanismos periféricos de auto tolerancia poderia resultar no desenvolvimento

da doenca autoimune, assim as moléculas que afetam estes mecanismos sao
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candidatos Obvios para conferir risco na autoimunidade. Uma vez que o CTLA-4
desempenha um papel importante na regulacédo da ativacao de células T, ajudando
limitar a resposta destas células em condi¢cfes inflamatoérias, a perda da tolerancia
no contexto de autoimunidade tem sugerido sua relagdo com o LES (SHOJAA et al.
2014).
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Figura 4. O comprometimento do sistema imunolégico em pacientes com lUpus
eritematoso sistémico (LES): O defeito na depuracdo apoptética permite a deposicéo
de complexos imunes que podem estimular as células B e T. As células B
hiperativas produzem entdo autoanticorpos que ativam o complemento, causando
danos nos tecidos. As células dendriticas ativadas por complexos imunes liberam
excessivamente interferon a / B (IFNa / ), causando novamente danos nos tecidos.
Com isso ha perda da auto tolerancia e autoimunidade, como observado no LES
(adaptado de GUERRA; VYSE e GRAHAM, 2012).
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1.4 ManifestacBes Clinicas

O LES pode evoluir em periodos que os pacientes ficam assintomaticos ou
pouco sintomaticos. As manifestacdes clinicas vao depender do tipo de anticorpo
presente, dos 6rgaos, células atingidas e da capacidade do organismo corrigir esses
defeitos (SKARE, 1999). As queixas mais relatadas na fase ativa da doenca sdo mal
estar, fadiga, anorexia, perda de peso e febre. Os o6rgdos acometidos mais
frequentemente sao: pele, articulagdes, rim, coracdo, pulmao, sistema nervoso
central, artérias e veias entre outros.

As manifestacfes clinicas do LES, mais comumente observadas estdo
descritas a sequir.

Comprometimento cutaneo: Ocorrem em 70-80% dos pacientes durante a
evolucao da doenga, constituindo a manifestagao inicial em cerca de 20% dos casos
(BERBERT, 2005). A lesédo eritema na regido malar e no dorso do nariz, tendo o
aspecto em “asa de borboleta” ou vespertilio (50% a 60%), € caracterizada por ter
inicio agudo, podendo ser transitorio ou mais persistente. Dentre as outras lesdes
agudas estdo as erittmato-maculares, papulares e bolhosas, frequentemente
localizadas em é&reas expostas ao sol, como face, pescogo e tronco. As lesdes
caracterizadas como subagudo sdo as papulas ou placas eritematosas, algumas
vezes com tonalidade violacea (hipopigmentacéo central), podendo apresentar leve
descamacdo, geralmente ndo pruriginosas, que também se localizam em &reas
expostas ao sol. As lesbes cronicas discoides costumam iniciar como subagudas
gue evoluem tornando-se espessadas e aderidas, passando a ser lesdes discoides
principalmente na face, couro cabeludo, orelhas e maos (SATO, 2001).

Comprometimento articular: Costuma ser ndo erosiva envolvendo duas ou
mais articulagdes periféricas, caracterizadas por dor e edema ou derrame articular,
principalmente as das maos, joelhos e pés, geralmente bastante dolorosos, com
periodo de melhora e piora em cerca de 90% dos pacientes (SATO et al., 2002). A
artrite de pequenas articulagbes das maos, dos punhos e dos joelhos,
frequentemente, € simétrica e costuma ter carater intermitente.

Comprometimento Hematoldgico: As alteracdes nas células do sangue séo
devidas aos anticorpos agirem contra estas células. A anemia em pacientes com

LES é hemolitica ou leucopenia (menor que 4.000/mm3 em duas ou mais ocasifes)
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ou linfopenia (menor que 1.500/mm3 em duas ou mais ocasifes) ou plaquetopenia
(menor que 100.000/mm3 na auséncia de outra causa), frequentemente
normocrémica e normocitica, sendo atribuida a doenca cronica e a atividade
inflamatéria da doenca, na auséncia de drogas desencadeadoras (SATO et al.,
2002).

Comprometimento Renal: E caracterizado pela presenca de proteintria> 0,5
0/24 horas, cilindrdria anormal ou pelo aumento dos niveis séricos de creatinina sem
outra causa (SATO, 2001). Uma das manifestacbes que exige tratamento de
urgéncia € a glomerulonefrite proliferativa difusa, ela ocorre em cerca de 50% dos
pacientes e € uma das mais preocupantes, pode ser no inicio assintomatico,
apresentando alteracfes em exame de sangue e urina. Apresenta-se clinicamente,
por haver edema, hipertensao arterial e, ocasionalmente, uremia.

Na forma mais grave apresenta hipertensdo arterial, uma complicacéo
frequente, encontrada em cerca de 40% dos pacientes, apresentando edema em
membros inferiores, urina espumosa e diminuicdo da quantidade de urina, se nao
tratada rapidamente o rim perde a sua funcéao (insuficiéncia renal) e o paciente pode
necessitar de dialise ou transplante renal (SATO et al., 2002).

Comprometimento Pulmonar: Ocorre inflamagcdes nas membranas que
recobrem os pulmdes (pleurite) com ou sem derrame pleural. As duas formas de
apresentacdo da manifestacdo pulmonar sdo: A forma aguda (pneumonite) alveolar
e a forma cronica (doenca pulmonar, intersticial, crénica). Febre, dispnéia e tosse,
com ou sem cianose ou escarro hemoptoico, sdo manifestacdes que podem ocorrer
na pneumonite aguda lUupica, acompanhado ou n&o de derrame pleural. A
hipertensédo pulmonar deve ser suspeitada em paciente com dispnéia e hipoxemia
sem alteracdo do parénquima pulmonar (SATO, 2001).

Serosite: Durante a evolucdo da doenca pode ser encontradas em 50% dos
pacientes, pleurisia (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)
(CRUZ, 2010; CHOI et al., 2014).

Comprometimento Vascular: E relatada em 20% a 40% dos casos e ocorre na

fase ativa da doenca. A vasculite costuma comprometer artérias de pequeno calibre,
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afetando, sobretudo, mucosa oral, nasal, as polpas digitais das maos e pés
(HOCHBERG, 1997; SATO, 2001).

Comprometimento Neurolégico: O paciente com LES pode evoluir com
cerebrite, manifestada por convulsdes, psicose ou estado confusional agudo
(MAGALHAES, 2003). O Colégio Americano de Reumatologia classificou as
manifestacdes neuropsiquiatricas decorrentes do LES em: Comprometimento do
sistema nervoso central (estado confusional agudo, disfuncdo cognitiva, psicose,
distarbios do humor, distirbios da ansiedade, cefaléia, doenca cerebrovascular,
mielopatia, distarbios do movimento, sindromes desmielinizantes, convulsdes e
meningite asséptica) e Comprometimento do sistema nervoso periférico (neuropatia
cranial, polineuropatia, plexopatia, mononeuropatia simples ou multipla, polirradiculo-
neuropatia aguda inflamatéria desmielinizante (sindrome de Guillain-Barre), distarbio
autondmico e miastenia gravis) (HOCHBERG, 1997).

Comprometimento Cardiaco: Apesar do diagndstico clinico de miocardite ser
feito em menos de 10% dos pacientes, exames secundarios mostram disfuncéo
miocardica em maior niamero de pacientes na fase ativa da doenca (SATO et al.,
2002). O quadro clinico inclui dor toracica, atrito pericardico, abafamento de bulhas,
pulso paradoxal e estase jugular. Os trés ultimos sinais constituem evidéncia de
tamponamento cardiaco em evolucéo (SATO, 2001).

Comprometimento ocular: Conjuntivite ndo especifica, vasculite retinal, neurite
Optica sdo manifestacdes graves, podendo ocorrer cegueira em questao de dias ou
semanas (CRUZ, 2010).

Comprometimento de Linfonodos: O aumento dos linfonodos pode ser
observado em cerca de 40% dos pacientes, geralmente discreto, indolor e nao
aderente, ocorrendo em regido cervical ou axilar (SATO, 2001).

Para o diagnéstico de LES costumam-se utilizar os critérios de classificacao
do American College of Rheumatology (HOCHBERG, 1997) que foram
desenvolvidos com o objetivo de uniformizar os estudos cientificos da doenca. E
fundamentada através da presenca de quatro ou mais critérios, simultaneamente ou
n&o, durante o intervalo de observacio (MAGALHAES, 2003).

Critérios de classificagdo de LES do American College of Rheumatology:

. Eritema malar.

. Lesao discoide.
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Artrite ndo-erosiva.

Fotossensibilidade.

Ulcera de mucosa oral ou nasal.

Pericardite ou pleuris.

Comprometimento neurolégico: psicose ou convulsao.
Comprometimento renal: proteindria> 0,5 g/24 h ou cilindrdria anormal.

Comprometimento hematologico: anemia hemolitica, leucopenia <

4.000/mm3, linfopenia< 1.500/mm3 e/ou plaquetopenia< 100.000/mma3.

Anticorpos antinucleares.

Presenca de anticorpo antifosfolipideo, anti-Sm e/ou anti-DNA nativo.

Considerando a associagcdo do CTLA-4 com a autoimunidade, o presente

estudo pretende investigar o polimorfismo da regido codante do gene CTLA4 com o

Lapus Eritematoso Sistémico (LES) e suas caracteristicas clinicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo € investigar a associacao do polimorfismo da regido
codante do gene CTLA-4(rs231775) com a ocorréncia de LES em uma amostra

brasileira.

2.2 Objetivos Especificos

a) ldentificar a frequéncia do polimorfismo da regido codante do gene CTLA-
4 (+49; rs231775), cromossomo 2, posi¢cao 29.33, em pacientes com LES
atendidos por um hospital do Distrito Federal, Brasil;

b) Investigar se o polimorfismo na regido codante do gene CTLA-4 (+49;
rs231775) estd associado com a susceptibilidade a patologia autoimune

LES e suas caracteristicas clinicas.



24

3 JUSTIFICATIVA

Existem vérios relatos que demonstram associacdo do CTLA-4 ao LES em
diferentes populagbes étnicas, varios estudos estabelecendo associacdes
significativas entre a presenca de determinados polimorfismos e o desenvolvimento
de LES.

7

Portanto o conhecimento em populacées diferentes € importante para
confirmar as associacfes propostas até entdo e verificar o real impacto deste

polimorfismo no desenvolvimento da doenca.
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apreciagdo ética, manifesta-se pela APROVACAO DO PROJETO.

Esclarecemos que o pesquisador devera observar as responsabilidades
que lhe sao atribuidas na Resolugéo 196/96 CNS/MS, inciso IX.1 e IX.2, em
relagdo ao desenvolvimento do projeto. Ressaltamos a necessidade de
encaminhar o relatério parcial e final, além de notificagdes de eventos
adversos quando pertinentes.

Brasilia, 03 de novembro de 2009.
Atencio me}te.

Maria Rita Carvalho Garbi Novaes
Comité de Etica em Pesquisa/SES-DF
Coordenadgra

\ Angela Maria/CEP/SES-DF
Fundagao de Ensino e Pesquisa em cn:ziu da Saude - SES
C
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