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RESUMO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca autoimune sistémica com
manifestacdo clinica heterogénea, e acomete em sua maioria mulheres em
idade fértil. Sua etiologia ainda ndo foi completamente elucidada, mas se sabe
que envolve tanto fatores genéticos como ambientais. Dentre os fatores, as
citocinas tém um importante envolvimento na patogenia. A citocina interferon
gama é produzida pelas células Natural Killers (NK) e por linfécitos B e T, e
participa da resposta imune adaptativa, principalmente nos processos virais. O
interferon gama € codificado pelo gene IFNG, e polimorfismos no gene tem
sido associado as diversas patologias, entretanto em relacdo ao LES, poucos
estudos foram realizados. Com isto, o objetivo do presente estudo € associar 0
polimorfismo +874 IFNG A/T (rs2430561) e as manifestagBes clinicas em
portadoras de LES. Para isto, uma estratégia PCR alelo especifica foi
conduzida para identificar a presenca dos alelos A e T no intron 1 em um
estudo descritivo com 81 pacientes. Os estudos de associacdo com as
caracteristicas clinicas foram executados no programa SPSS versdo 22.0. Os
dados revelaram que o gendtipo TT foi mais prevalente nos pacientes
portadores de nefrites e lesbes nasorais, o que reforca que provavelmente ha
uma relacdo entre o polimorfismo do IFNG e o LES, no entanto se faz
necessarios mais estudos para corroborar essa hipotese.

Palavras-chave: LES. Polimorfismo. IFNG



ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a systemic autoimmune disease with a
heterogeneous clinical manifestation, and affects mostly women of childbearing
age. Its etiology has not yet been fully elucidated, but is known to involve both
genetic and environmental factors. Among the factors, cytokines have an
important involvement in the pathogenesis. The cytokine interferon gamma is
produced by Natural Killers (NK) cells and by B and T lymphocytes, and
participates in the adaptive immune response, mainly in viral processes.
Interferon gamma is encoded by the IFNG gene, and polymorphisms in the
gene have been associated with several pathologies, however in relation to
SLE, few studies have been performed. Therefore, the aim of the present study
is to associate the +874 IFNG A / T polymorphism (rs2430561) and the clinical
manifestations in SLE. For this, a specific PCR allele strategy was conducted to
identify the presence of the A and T alleles in intron 1 in a descriptive study with
81 patients. The association studies with the clinical characteristics were
performed in the SPSS program version 22.0. The data revealed that TT
genotype was more prevalent in patients with nephritis and nasal lesions, which
reinforces that there is probably a relationship between IFNG polymorphism and
SLE, but further studies are necessary to corroborate this hypothesis

Keywords: SLE. Polymorphism. IFNG
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1 INTRODUCAO

Os primeiros estudos sobre a autoimunidade surgiram em meados dos anos
1900, quando Paul Ehrlich definiu as reagbes do sistema imune contra o proprio
organismo como “horror auto téxico”. Nos dias de hoje sabemos que as doengas
autoimunes (DAIl) sdo causadas basicamente pelo reconhecimento de antigenos
préprios por linfécitos reativos, que ativam uma cascata de reacdes levando aos
sinais e sintomas das DAIl. Atualmente os estudos demonstram que a patogénese
das DAI é complexa e de origem multifatorial ( WASTOWSKI et al., 2008), dentre os
fatores que se tornaram destaque na medicina atual estdo os genéticos. Alguns
polimorfismos de genes especificos tém sido cada vez mais usados como
ferramenta para identificacdo de predisposicao para certas DAl (GOODNOW, et al,
2005; WASTOWSKI et al., 2008).

As DAI podem ser classificadas em o6rgdo especifica ou sistémicas. Um
exemplo classico de DAI sistémica é o Lupus Eritematoso Sistémico (LES), agravo
com etiologia desconhecida. O LES progride com manifestagcbes clinicas
heterogéneas com periodos de exacerbacao e remissées dos sintomas (BORBA et
al., 2008).

A patogénese do LES é diversificada, e uma das vias consiste na formacgéao
de imunocomplexos compostos por autoanticorpos e autoantigenos, estes
complexos se depositam nas paredes dos vasos responsaveis pela microcirculacéo
e levam a ativacao de citocinas pro inflamatorias, o que pode resultar em um dano
tecidual, alteracdes estruturais e perdas de funcdo (HANH,1997), outra via envolve
apoptose e morte celular com falha nos processos de auto tolerancia (ROSEN,
2005).

As citocinas desempenham um papel essencial na regulagdo da resposta
inflamatoéria mediada por linfécitos, tal mecanismo esta presente na origem das
diversas DA, incluindo no LES (THEOFILOPOULOS et al., 2001).

Ao longo dos anos foram associados ao LES diversas citocinas, dentre elas, o

o interferon alfa, TNF-alfa e IL-10 que possuem niveis aumentados, especialmente



nos periodos de exacerbacdo da doenca (FONSECA, 2009). Entretanto, estudos
mais recentes tém demonstrado a correlacdo do interferon gama com 0S processos

de autoimunidade sistémica, especialmente no LES (POLLARD et al., 2013).

O interferon gama é produzido principalmente por linfocitos do tipo TH1 e
pelas células Natural Killers (NK). Ele participa da defesa contra virus e patdogenos
externos e das reacdes inflamatérias do sistema imune, e € codificado pelo gene
IFNG que esta localizado no braco curto do cromossomo 12, precisamente na
posicdo 12g24.1 (HOLANDA, 2013), o polimorfismo desse gene tem sido associado
a algumas doencas autoimunes e a processos inflamatorios cronicos, parasitarios e
virais, além de outras patologias (PRAVICA et al., 2000; CHONG et al., 2006;
PACHECO et al, 2008; HOLANDA, 2013). Estudos determinaram que o
polimorfismo +874 do IFNG pode influenciar a producéo de interferon gama
(HOLANDA, 2013). Porém ha poucos estudos sobre a influéncia do background

genético ao prognaostico de LES.

Neste contexto, o presente trabalho dedica-se a demonstrar se ha relacao
entre o polimorfismo do gene IFNG e o prognostico de LES, ao avaliar se este SNP
confere um fator de suscetibilidade a doenca, além disto, se esta relacionado a

caracteristicas clinicas do LES.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Patogenia das Doencas Autoimunes

O sistema imunoldgico humano consiste na principal linha de defesa contra
microrganismos e substancias patogénicas, embora muitas vezes substancias nao
patogénicas e nao infecciosas sejam capazes de causar repercussées no sistema
imune. Genericamente, define-se que uma reag¢do imunoldgica consiste de uma
reacdo a moléculas (proteinas e polissacarideos por exemplo) e substancias
quimicas identificadas pelo nosso organismo como substancias estranhas, sendo
gue até mesmo moléculas proprias podem dar origem a rea¢fes imunoldgicas,
sendo estas reagOes envolvidas na patogenia de diversas doencas autoimunes
(ABBAS E LITCHMAN, 2007).

Nossa defesa contra microrganismos e substancias estranhas é mediada por
duas linhas de respostas imunoldgicas, a resposta inata e a adaptativa, sendo que a
inata é nossa primeira linha de defesa sendo mediada por componentes que ja
estavam em nosso organismo antes da infeccdo, como as barreiras fisicas e
quimicas (epitélio e substancias quimicas com propriedades antimicrobianas),
células fagocitarias, dendriticas e células NK, além de algumas citocinas que
mediam a resposta inflamatéria de células da resposta inata. A resposta adaptativa
se da por meio de uma exposicao a antigenos e, como resposta, ha a producéo de
anticorpos especificos que mediam respostas inflamatdrias. As células principais da
resposta adaptativa sdo os linfécitos e seus produtos secretados (ABBAS E
LITCHMAN; 2007).

Uma das habilidades essenciais do sistema imune é a distincdo de antigenos
proprios e nao-préprios, denominada tolerancia imunologica, que consiste na
auséncia de resposta a antigenos do proprio organismo (WASTOWSKI et al., 2008).
A tolerancia imunolégica se da de duas maneiras, a tolerancia central que induz a
morte dos linfécitos T e B reativos durante o seu amadurecimento nos 0Orgaos
linfoides centrais, e a tolerancia periférica que silencia as células T reativas que

escaparam da selecao natural e tem potencial de causar lesdo, essas células podem



ser inativadas por mecanismos que induzam a anergia celular, supressao por células
T reguladoras e morte celular por apoptose (ABBAS; ASTER; KUMAR, 2013).

A perda desta autotolerancia e o desenvolvimento de uma autoimunidade
parece ser o mecanismo basico da patogénese das DAI, entretanto diversos genes
de susceptibilidade possuem um papel importante no desenvolvimento das doencas
autoimunes. Estuda-los parece ser o caminho para a total compreensdo dos
mecanismos envolvidos nessas patologias (GOODNOW et. al., 2007; ABBAS;
ASTER; KUMAR, 2013).

2.2 Caracteristicas Gerais das Doencas Autoimunes.

As doencas autoimunes sdo um grupo de mais de 100 doencgas que possuem
como caracteristica comum uma desordem do sistema imune, que se torna reativo a
antigenos proprios. Contudo a simples presenca de auto anticorpos ou linfécitos
auto reativos ndo implicara necessariamente no desenvolvimento de uma doenca
autoimune. (ABBAS; ASTER; KUMAR, 2013; WASTOLWSKI et. al., 2009).

As DAI podem ser classificados de acordo com a abrangéncia dos 6rgaos
afetados, portando podem ser Orgdo-especificas ou sistémicas, a depender da
reposta imune. Quando esta resposta imune a auto antigenos ocorrerem contra
células ndo especificas de diversos 6rgaos e sistemas, ha entdo uma DAI sistémica
como por exemplo o LES, quando a resposta autoimune for dirigida a antigenos de
producdo restrita a um 6rgdo ou sistema tem-se um DAI érgao-especifica, como no
caso da tireoidite de Hashimoto. (ABBAS; ASTER; KUMAR, 2013; WASTOLWSKI et.
al., 2009).

Outro meio de dividir as DAI é segundo a resposta imune responsavel pelo
inicio da doenga podendo ser humoral ou celular. A resposta imune humoral é
mediada por auto anticorpos, um exemplo classico é a miastenia gravis, que se
caracteriza pela ligacdo de auto anticorpos nos receptores de musculares de

acetilcolina levando a sua degradacdo e culminando nos sinais e sintomas da



doenca. Ja a resposta celular linfocitos auto reativos sao responsaveis pela doenca,
como no caso do diabetes mellitus tipo 1, onde as células B s&o destruidas apds um
reposta celular citotéxica. (ABBAS e LITCHMAN, 2007; ABBAS; ASTER; KUMAR,
2013; WASTOLWSKI et. al., 2009).

Contudo de modo geral as DAI possuem como caracteristica geral comum a
presenca de mecanismos de origem da doenca que possuem bases multifatoriais,
que envolvem tanto as reacdes complexas do sistema imune, como fatores
hormonais, predisposicdo genética e exposicdo ambiental. (GOODNOW et. al.,
2007; WASTOLWSKI et. al., 2009).

2.3 LuUpus Eritematoso Sistémico (LES)

O LES como o proprio nome sugere é classificado como uma DAI sistémica,
afetando diversos 6rgdos com sinais e sintomas heterogéneos e comportamento
clinico variavel (ABBAS; ASTER; KUMAR, 2013). A origem da doenca permanece
indeterminada até o presente momento, porem sabe-se que € uma doenca
inflamatoria cronica causada por reacfes autoimunes que envolvem fatores
genéticos, ambientais e hormonais. (SATO et. al., 2002; FONSECA, 2009)

O mecanismo fundamental de patogenia do LES é a incapacidade de manter
a auto tolerancia, e pode acarretar a grande producdo de auto anticorpos com
potencial de causar dano aos tecidos de modo direto ou com a formacdo de
complexos que sao depositados nos tecidos (ABBAS; ASTER; KUMAR, 2013).

O diagnéstico do LES é realizado seguindo os critérios propostos pelo Colégio
Americano de Reumatologia (ACR), ao todo sao 11 critérios, dos quais o0 paciente
necessita apresentar quatro ou mais critérios de forma seriada ou simultanea
durante qualquer intervalo de observagcdo para enquadra-se no LES (ABBAS;
ASTER; KUMAR, 2013; SATO et.al, 2002).

Esses critérios foram criados com o objetivo principal de padronizar a selecao
de pacientes para ensaios clinicos e demais estudos cientificos, contudo durante a

pratica médica embora ndo sendo comum é possivel encontrar pacientes portadores



de LES que ndo apresentam quatro ou mais critérios dos 11 propostos pelo ACR

para serem classificados como portadores do LES (SATO et.al, 2002). A descricao

dos critérios esta resumida na Figura 1.

Figura 1: Critérios de classificagdo do LES baseado no American College of
Rheumatology (ACR) revisados em 1997.

Critérios
|, Erupcao malar

1. Erupcao discoide

3.Fotossensibilidade
4, Ulceras orais
5.Artrite

6. Serosite

1, Disturbio renal

8. Disturbio neurologico

9. Disturbio hematologico

|0. Disturbio imunologico

|| Anticorpo antinuclear

Definicoes
Eritema fixo, plano ou elevado, acima das eminencias malares, que tende a poupar as pregas nasolabiais

Placas eritematosas elevadas com escamas queratoticas aderentes e tamponamento folicular; lesges cicatriciais
podem ocorrer em lesoes antigas

Eritema cutaneo resultante de reacao rara  luz solar, pelo historico do paciente ou observacao do medico
Ulceras orais ou nasofaringeas, em geral indolores, observadas por um medico
Artrite ndo erosiva envolvendo duas ou mais articulagoes perifericas, caracterizada por dor, edema ou derrame

Pleurite — historico convincente de dor pleuritica, atrito pleural auscuftado por um medico ou evidencia de
derrame pleural ou
Pericardite — documentada pelo eletrocardiograma, atrito pericardico ou derrame pericardico

Proteinuria persistente >0,5 gldL ou > 3+ se nao for feita a quantificacao ou
Cilindros celulares — podem ser de hemacias, hemoglobina, granulosos, tubulares ou mistos

Convulsoes — na ausencia de causas medicamentosas ou disturbios metabolicos (p. ex, uremia, cetoacidose ou
disturbio eletrolitico) conhecidos ou

Peicose — na auséncia de causas medicamentosas ou disturbios metabolicos conhecidos (p. ex., uremia,
cetoacidose ou desequilibrio eletrolitico)

Anemia hemolitica — com reticulocitose ou

Leucopenia — <40 X |0°IL (4000/mm) total em duas ou mais ocasices ou

Linfopenia — < 1,5 X 1L (1.500/mm?) em duas ou mais ocasioes ou

Trombocitopenia — < 100 % 10°1L (100 3 10/mm) na auséncia de causas medicamentosas

Titulo anormal de anticorpo anti-DNA nativo ou

Anti-m — presenca de anticorpos contra o antigeno nuclear Sm ou

Achados positivos para anticorpos antifosfolipidios com base em (1) nivel serico anormal de [G ou [gM
anticardiolipina, (2) teste positivo para anticoagulante lupico usando um metodo padronizado ou (3) resultado
falso-pasitivo no teste sorolgico para sifils sabidamente positivo por pelo menos seis meses e confirmado pelo
teste de imobilizacao do Treponema pallidum ou teste de fluorescencia da absorcao do anticorpo antitreponema

Titulo anormal de anticorpo antinuclear por imunofluorescéncia ou ensaio equivalente na ausencia de
medicamentos reconhecidamente associados a sindrome do lupus induzido por medicamento

(Fonte: ABBAS; ASTER; KUMAR, 2013 — adaptado)

A andlise laboratorial também possui papel essencial no diagnéstico do LES.

A pesquisa das alteracdes hematoldgicas € importante tanto para o diagnostico tanto

para o seguimento clinico do paciente, mas € a pesquisa de anticorpos ou fatores



antinucleares (FAN) que sdo essenciais para a triagem dos casos (SATO et.al,
2002). Conforme o | Consenso Brasileiro sobre Laudos de FAN HEp-2, o FAN deve
ser pesquisado por meio de técnicas de imunofluorescéncia indireta usando como
substrato as células HEp-2V (DELLAVANCE et al., 2001; SATO et.al, 2002). E
imprescindivel ressaltar que o FAN ndo é especifico do LES, mas devida a sua alta
sensibilidade, a pesquisa desse auto anticorpo encontra seu lugar na triagem clinica
dos pacientes suspeitos. E possivel a existéncia de alguns casos de pacientes
portadores de LES, mas que possuem pesquisa negativa de FAN, recomenda-se
entdo a pesquisa de outros anticorpos como 0 anti-SSa/Ro, anti-DNA reativo, anti-
Sm e antinucleosomo, podendo contribuir para uma caracterizacdo mais precisa do
quadro (SATO et.al, 2002).

O prognostico da doenca tem melhorado muito dos ultimos 40 anos, boa parte
devido ao aumento do numero de diagndsticos precoces e sua referéncia a servigcos
especializados, e aos avancos tecnolégicos nos tratamentos e monitoramento da
doenca, sendo que atualmente estima-se que 83% sobrevivam 15 anos apés o
diagnoéstico da doenca (APPENZELLER; COSTALLA, 2004). Um fato importante
para a sobrevida da doenca é um maior Indice de Desenvolvimento Humano (IDH),
melhores taxas de alfabetizacdo e maior expectativa de vida, ou seja, fatores
socioeconbémicos estdo ligados com a taxa de sobrevivéncia ao LES (VASUDEVAN
E GINZLER, 2011).

A principal causa de morte no LES estd associada com a atividade da
doenca, a complicacbes no seu tratamento e o surgimento de comorbidades, além
de outras causas néo relacionadas a doenca (APPENZELLER; COSTALLA, 2004).

2.3.1 Aspectos Epidemioldgicos do LES

Por ser uma doenca com sintomas multiformes a obtencdo de dados
epidemioldgicos de incidéncia e prevaléncia mostram resultados variados conforme
a regido geografica pesquisada (VASUDEVAN E GINZLER, 2011). Grande parte dos
estudos epidemiolégicos se concentra em paises da Europa e Estados Unidos, o



que dificulta a compreensdo da patologia em terras brasileiras, ja que € um povo
com alto grau de miscigenacdo soma-se o fato de existirem poucas publicagbes
brasileiras acerca do tema (NAKASHIMA et al., 2011)

A doenca é considera rara e sua incidéncia e prevaléncia varia conforme os
grupos raciais e étnicos (ABBAS; ASTER; KUMAR, 2013). A predominancia no sexo
feminino chama a atencéo (9:1), estudos norte-americanos estimam que a doenca é
mais frequente em mulheres em idade fértil na proporcdo de 1 a cada 700 mulheres
em idade reprodutiva (ABBAS; ASTER; KUMAR, 2013; BORBA E. F. et al, 2008;
PONS-ESTEL, 2010), sendo que o LES é mais comum e possui maior gravidade em
mulheres negras, chegando a afetar uma em cada 245 mulheres deste grupo
(ABBAS; ASTER; KUMAR, 2013). Na populacdo norte-americana a prevaléncia
estimada é de 15 a 50 para cada 100.000 habitantes (RUS, 2007; PONS-ESTEL,
2010)

O LES ja foi descrito ao menos em seis continentes (Europa, América do
Norte, América do Sul, Africa, Asia e Australia), € menos incidente na Africa, porém
comum em afrodescendentes de diversos continentes (0 que sugere a participacao
de fatores ambientais na etiologia da doenca). A doenca também €& mais comum na
populacao aborigene da Australia e em indigenas nativos americanos do Canada e
Estados Unidos (PONS-ESTEL, 2010).

Embora raro o LES também possa acometer a populacdo infanto-juvenil,
sendo considerado mais grave e com o prognostico relacionado a idade de inicio da
doenca. Estudos sugerem que na América do Norte e na Europa e taxa de
incidéncia anual seja de 1 para 100.000 jovens com idade <16 anos (PONS-ESTEL,
2010).

A mortalidade no LES também varia conforme a regido, em sociedade com
IDH maior e mais industrializadas e morte esta relacionada com o tempo decorrente
da doencga, sendo que uma morte tardia é considera 5 anos apés o0 aparecimento
dos primeiros sintomas (PONS-ESTEL, 2010; VASUDEVAN E GINZLER, 2011).
Estudos latino-americanos tém encontrados taxas de sobrevida de 15 a 20 anos em
80% dos pacientes (FERNANDEZ et al., 2007; PONS-ESTEL, 2010). Entretanto

regies com Asia ainda ndo conseguiram igualar suas taxas de sobrevivéncia ao dos



paises Europeus e Norte Americanos, sugerindo a importancia da situagéo
socioeconémica como fatores no prognostico do LES. (PONS-ESTEL, 2010)

Os dados epidemiologicos do LES em pacientes do sexo masculino sao
escassos. Estudos com grandes populagdes (>150 pacientes homens) sugerem que
o LES se manifesta mais gravemente, sendo a sobrevida inferior ao da populagéao
feminina (PONS-ESTEL, 2010).

2.3.2 Fatores de Predisposicédo ao LES

2.3.2.1 Fatores Genéticos

O LES possui forte associacdo familiar, sendo que foram encontrados uma
prevaléncia familiar em parentes de 1° grau de 5,6% (ALARCON-SEGOVIA et al.,
2005), e a concordancia da doenca em gémeos dizigoéticos varia de 2 a 5% e em
gémeos monozigoticos chega até 30% (MICHEL et al., 2001; MOSER et al., 2009).
Esses dados sugerem que por trds da doenca hd um forte componente genético
atuante, embora ndo seja Unica causa, confere um importante fator de predisposicdo
(SILVA, 2014).

Conforme os avancos dos estudos sobre LES notou-se 0 que cada vez mais
alteracdes genéticas estariam relacionadas com a doenca, entretanto € impossivel
afirmar que a patologia seja causada pela alteracdo de um Unico gene especifico. O
que se tem sugerido € que haja um conjunto de alteracdes genéticas que quando
combinadas a outros fatores deem origem ao LES (ABBAS; ASTER; KUMAR, 2013).

Diversas doencas autoimunes estdo relacionadas com alteracdes ao lécus
HLA (ABBAS; ASTER; KUMAR, 2013), situado no brac¢o curto do cromossomo 6 o
sistema HLA é conhecido pelo seu polimorfismo e por conferir tanto um fator de
protecdo quando de susceptibilidade a diferentes DAI (ALVES et al., 2006). No caso
do LES estudos indicam que ha uma correlacdo entre os alelos HLA na regido de
classe Il no loci HLA-DRB1*0301 e HLA-DRB1*1501 e a susceptibilidade a doenca
(ALVES et al., 2006; ABBAS; ASTER; KUMAR, 2013).
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Os polimorfismos de bases Unicas (SNP) em diversos genes de Interleucinas
também parecem ter forte associacdo com a doenca e suas manifestacdes clinicas.
Pacientes com LES geralmente possuem uma producdo aumentada de citocinas pro
inflamatorias, alteracdes nas regides promotoras nesses genes podem acarretarem

alteracdes no perfil de expresséo (SILVA, 2014).

Estudos revelam que polimorfismos nos genes TNFA (-308 G/A) e IL12(+1188
A/C) estdo associados a susceptibilidade ao LES, porém os resultados
demonstraram que essas SNP ndo estavam relacionados com o nivel de atividade
da doenca (SILVA, 2014). Um estudo de pesquisadores americanos demonstrou que
alteracdes VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) na regidao promotora do
gene IL6 estaria relacionado com aumento da producéo e atividade de linfocitos B e
com o nivel de atividade de doenca (LINKER-ISRAELI et al., 1999).

Contudo os estudos que tentam correlacionar alteracdes genéticas ao LES
ainda séo escassos e muitas vezes contraditorios, revelando que embora se tenha a
certeza da importancia da genética como fator de predisposi¢do a doenca, a questao
ainda ndo estd completamente elucidada, sendo necessarios mais estudos nesta
area (SILVA, 2014)

2.3.2.2 Fatores Hormonais

O fato de o LES acometer em sua maioria mulheres em idade fértil é
sugestivo de que ha um componente hormonal envolvido na patologia da doenca
(TISKIEVICZ et al., 2005; TISKIEVICZ, 2008). O estrogénio foi um dos primeiros
horménios sexuais a serem relacionados com o LES, na década de 80, casos de
LES foram reportados apds as pacientes serem submetidas a terapia hormonal com
estrogénio (BARRETT, 1986).

Esta associacdo horménio e patologia autoimune pode ser devido ao
envolvimento do estrogénio na estimulacdo da resposta de linfocito B e na inibicao
de resposta mediada por linfocito T, além disso o estrogénio desloca o equilibrio de
células Thl/Th2 aumentado a producdo de Th2 (LI et al, 2011). Os estrogenos

também parecem modular a expressdo de receptores para glicocorticoides na
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hipofise (MEDEIROS et al., 2007; LI et al, 2011), ele é capaz também de exacerbar
a atividade fagocitaria das células apresentadores de antigenos de macréfagos.
Teoricamente esses fatores aumentariam a propensdo ao agravamento da doenca
(Ll et al, 2011).

O ciclo menstrual parece ter influéncia nos periodos de atividade da doenca,
de modo que as evidencias sugerem que 0 agravamento e agudizacdo da doenca
esta presente em pacientes expostas a niveis aumentados do estrogénio, como por
exemplo na puberdade, nos periodos pré-menstruais e na gravidez, de modo que
situacdes que levam ao hipoestrogenismo como a amamentagdo e menopausa
conferem um fator de protecao (LATEEF, 2012; TISKIEVICZ, 2008).

Além disto, os pacientes com LES apresentam o metabolismo alterado do
estrogénio, com um aumento na 16a hidroxilizagado da estrona (estrogénio com agao
mitogénica) o que contribui para a manutencéo do estado inflamatério dos pacientes
com LES, ja que induz a proliferacdo das células do sistema imune (CUTOLO, et al,
2006).

Um achado comum em pacientes com LES é o polimorfismo de Receptores
de Estrogénicos (RE) que foi relacionado com o aumento da frequéncia de serosites
e rashes cutaneos (ZANETTE et al., 2014). Essas alteracdes na funcdo ou estrutura
dos RE determinam a atividade bioldgica final desse horménio nas células imunes.
Estudos indicam que alteracbes em RE aumentam em 3 vezes 0 risco do
desenvolvimento de LES em idade precoce (HOLROYD, 2009).

Estudos demonstram que pacientes portadoras de LES com presenca de
anticorpos antifosfolipides (aPL+) quando em uso de contraceptivos orais as bases
de estrogenos experimentam exacerbacdes da doenca, sendo este um método de
contracepcéo nao indicado para estas pacientes (SOUBHIA; MONTEIRO; MENDES,
2015).

Entretanto as pesquisas sobre terapia hormonal com estrégenos exogenos
mostram resultados inconsistentes (PETRI et al., 2005;BUYON et al., 2005). Tanto a
menarca precoce quanto a tardia tem demonstrado associagdo com o maior risco de
desenvolvimento de LES, além disso, a menopausa precoce tem sido associada a
pacientes portadoras de LES, mas a terapia de reposicdo hormonal em mulheres
saudaveis néo parece ser um fator de risco (COOPER et al., 2002).
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Os horménios androgénios tém sido relatados em niveis baixos em diversas
doencas autoimunes, entre elas a LES. Pacientes com LES que demonstram
supressdo da testosterona sérica apresentam em sua maioria a oxidacdo acelerada
desse hormdnio, o que pode estar relacionado com efeitos imunomodulatérios uma
vez que a testosterona suprime a producdo de anticorpos anti-DNA (ZANDMAN-
GODDARD; PEEVA; SHOENFELD, 2007).

Outro hormonio que tem se destacado na sua participacdo no LES seria a
prolactina. Alguns autores notaram que 0s niveis séricos de prolactina aparecem
aumentados em cerca de 30% de pacientes com lUpus, esse niUmero sobe para até
69% se forem considerados apenas pacientes na fase ativa da doenca (PACILIO M,
et al, 2001).

A prolactina € um horménio multifuncional que pertence a superfamilia de
receptores de citocinas, indicando que esse horménio possua atividade inflamatéria
similar a das citocinas (BUCKLEY, 2001). A prolactina também age na proliferacéo
de linfocitos T, os protegendo contra a morte programada, aumentando assim a
sobrevida da célula, também é sugerido que ela tenha a capacidade de estimular
outras células como linfocitos B e células NK (MATERA; MORI; GEUNA, 2001;
BUCKLEY, 2001).

A prolactina tem sua producdo aumentada durante a gestacao, e isto pode ter
relacdo com o fato de que um ter¢co das gestantes com IUpus possuem primeira
manifestacdo da doenca durante a gestacdo (OSTENSEN M, 1999). Sendo que a
gestacdo de uma paciente com ldpus possui um mau prognostico materno-fetal, com
maior probabilidade de exacerbac&o dos sintomas da doenca durante a gestacao e
morte fetal e materna, sendo recomendado que a gravidez em pacientes com lUpus
seja programada para periodos de remissdo da doenca (SOUBHIA; MONTEIRO;
MENDES, 2015).

Embora seja sugestiva a participacdo do estrogénio, da prolactina e outros
horménios andrégenos na patogénese do LES, os mecanismos detalhados desse
processo também permanecem desconhecidos, dado que os estudos sdo apenas de
correlacdo ou associacdo, ndo de causa e efeito (TISKIEVICZ et al., 2005;
TISKIEVICZ, 2008; SOUBHIA; MONTEIRO; MENDES, 2015).
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2.3.3 Alteragdes Imunoldgicas no LES

As alteracdes imunoldgicas presentes durante o curso do LES em pacientes
acometidas estdo bem caracterizadas. Em linhas gerais as manifestacdes clinicas
do LES sao provenientes de um aumento exacerbado da produgdo de anticorpos
auto reativos que formam imunocomplexos (ligagbes antigeno-anticorpo) (SINAI et
al, 2014).

A fonte mais provavel de auto antigenos que dardo origem a auto anticorpos
sao os restos apoptoéticos (RAHMAN; ISENBERG, 2008). A apoptose é um processo
ordenado de destruicdo celular e remocdo de restos celulares por meio de
fagocitose com auséncia de resposta inflamatoria (FRANZ S, et al). No LES,
observa-se excessos desses restos celulares apoptoticos no interior das células
fagociticas, provavelmente esses restos tenham origem em populagfes celulares
com o turn-over aumentado ou sdo oriundos de alteracbes na expressdo de
componentes do sistema complemento, de todo modo esses restos serviriam para
producdo de anticorpos anti-nucleares com fungdes pro inflamatorias (RAHMAN;
ISENBERG, 2008).

Uma das alteracdes imunolégicas mais relevantes do LES sédo a presenca de
anticorpos anti-nucleares (AANs), esses anticorpos sao dirigidos a diversos
antigenos nucleares, sdo eles: os anticorpos contra o DNA, anticorpos contra as
histonas, anticorpos contra outras proteinas ndo histonas ligadas ao RNA e
anticorpos contra antigenos nucleolares (ABBAS; ASTER; KUMAR, 2013). O
método mais indicado para a deteccao desses AANs é a imunofluorescencia indireta
(IF), sendo que 95% dos pacientes apresentam resultados positivos para AANSs
(BORBA et al, 2008) Os mais comuns associados ao LES sdo Anti-DNA nativo
(dupla-hélice), que possui forte associagdo com a nefrite lupidica, Anti-DNA
desnaturado (hélice simples), Anti-SSA (RO), Anti-SM entre outras que também
podem estar presentes em outras DAI, esses AANs formam complexos imunes em
diversos tecidos e 6rgdo com potencial de desencadear reacgfes inflamatorias
(ABBAS; ASTER; KUMAR, 2013).
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Esses AANs sdo produzidos em sua maioria por linfécitos B. O modo pelos
quais esses anticorpos auto-reativos escapam dos mecanismos de autotolerancia
sao desconhecidos (FONSECA, 2009).

Outras alteragbes imunoldgicas, além das ja citadas, foram descritas em
alguns pacientes portadores de LES, tais como a producdo de anticorpos
antifoslipedes, aumentando assim o risco de trombose. Pacientes com lUpus
também podem apresentar VDRL falso positivo (ABBAS; ASTER; KUMAR, 2013;
BORBA et al, 2008).

2.4 A familia das Citocinas

As citocinas sdo um grande grupo heterogéneo de proteinas solaveis
produzidas por diferentes células e possuem como funcédo mediar e regular aspectos
da imunidade inata e adaptativa (ABBAS e LICHTMAN, 2007).

As citocinas possuem um papel importante na progresséo de DAI devido sua
relagdo com os processos inflamatorios (SILVA, 2014). Varios polimorfismos
descritos na literatura podem influenciar a producdo de citocinas, sendo esses
associados com diversas patologias como cancer, condi¢cdes inflamatorias e DAI
(FRANCESCHI et al., 2009).

A nomenclatura das citocinas € aleatoria e muitas delas foram nomeadas
arbitrariamente de acordo com uma de suas funcées como por exemplo o fator de
necrose tumoral (TNF), e outras sdo denominadas de interleucinas, acompanhadas
de um sufixo numérico, visto que as pesquisas iniciais consideravam sua producéo e
acao exclusiva nos leucocitos (ABBAS e LICHTMAN, 2007).

A sintese das citocinas € iniciada por meio da ativacéo da transcricdo génica
como um resultado de ativacdo celular. Essa ativacdo celular € transitéria e o0s
RNAmM que codificam a maioria das citocinas séo instaveis e rapidamente
degradados. Algumas propriedades gerais das citocinas é capacidade de atuacéo
em diversas células e a capacidade de exercer multiplas fungdes bioldgicas, sendo

gue entre elas pode existir tanto um sinergismo como antagonismo de acéo. O local
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de acdo da maioria das citocinas esté relacionado com o local de produgédo, sendo
que a maioria age nas proximidades, podendo ser uma atuacdo paracrina ou
autécrina, mas ha citocinas como o TNFa com importantes agdes sitemicas (ABBAS
e LICHTMAN, 2007).

As citocinas podem ser produzidas tanto por células da imunidade inata como
macrofagos, células dentriticas e mastocitos e contribuem para o processo de
defesa do hospedeiro contra virus e bactérias impulsionando processos
inflamatoérios. Outras citocinas sdo produzidas por células do sistema imune
adaptativo, como células T auxiliares regulando resposta imunolégicas, como a
diferenciacéo e proliferacdo de células B. Algumas citocinas ainda atuam como fato
de crescimento para hematopoese (ABBAS e LICHTMAN, 2007).

As diferentes citocinas podem ser enquadradas em grupos distintos:
interleucinas, que consistem em uma grande familia de citocinas heter6genas com
atividades biologicas sendo que os polimorfismos das interleucinas IL2, IL6, IL12,
IL17 e IL23 ja foram relacionados com o LES (SILVA et al, 2014;VARELLA; FORTE,
2001); os TNF cuja a principal atividade bioldgica é a citolise de células neoplésicas,
sendo que o TNFa possui um papel na lesdao descrito no LES; os interferons; fator
estimulador de colénias (CSF) e fator de estimulacdo de crescimento (TGF-B)
(SILVA, 2014; VARELLA; FORTE, 2001;HOLANDA, 2013).

2.4.1 A Familia dos Interferons

A primeira substancia denominada interferon (IFN) foi descrita em 1950 e foi
nomeado de acordo com sua capacidade de interferir na replicacdo viral. Hoje é de
conhecimento que os interferons sdo uma grande familia de citocinas que possuem
correlacdo estrutural e além de exercerem atividades na modulacdo da imunidade

medeiam a resposta natural e inicial a infe¢cdes virais (LURIE, 2005).

Os IFNs séo divididos em dois tipos. Os IFN de tipo | tem como sua principal
funcao biologica a limitacdo da propagacéo de infec¢des por virus e parasitas, eles

sdo produzidos por mondcitos, macréfagos, células linfoblasticas e fibroblastos.



16

Fazem parte dos IFNs tipo | os Interferon alfa e Interferon beta, embora ambos
tenham acdo nos mesmos receptores suas funcbes bioldgicas sdo distintas
(VARELLA; FORTE, 2001). O IFN de tipo Il também denominado interferon
autoimune ou Interferon gama € produzido por células T efetoras apds uma resposta
imune adaptativa (LURIE, 2005).

2.4.2 Interferon Gama

O Interferon Gama € uma citocina multifuncional, solavel e dimerizada que
pesa entre 20 a 25 KD, é secretado por células NK e pelas células T e B sendo sua
principal atividade a modulacdo da resposta imune adaptativa, possui também acéo
sinérgica aos Interferon alfa e Interfeon beta na atividade antiviral. Anteriormente era
denominado de fator ativador de macréfago, o que revela sua relacdo com as
atividades contra antigenos bacterianos, ele também atua como citocina chave no
controle da resposta imune mediada por linfécitos Thl (VARELLA; FORTE, 2001;
LURIE, 2005).

O Interferon gama também é responsavel pelo aumento da expressao das
moléculas MHC de classe | e Il, em mondcitos estimula a producédo de receptores
para IgG além de induzir a producdo de TNFa nessas células, ele também aumenta
a atividade citotoxica de células NK (VARELLA; FORTE, 2001; LURIE, 2005).

2.5 Polimorfismos Genéticos de Citocinas

Polimorfismos genéticos sdo variagcdes geneéticas em que o alelo menos
comum corresponde a mais de 1% populagdo. Os tipos mais comuns de
polimorfismos sdo os VNTRs (Numeéro Variavel de Repeticbes em Tandem-variable
number tandem repeat) e os SNPs (Polimorfismos de Nucleotideos Unicos) (SILVA,
2014; SOEMEDI et al, 2014)
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Os polimorfismos humanos podem ser observados tanto no sitio promotor ou
na regiao 5'flanqueadora; nos éxons ou na regido codante; nos introns ou na regido
nao traduzida 3’ (3’'UTR) (HAUKIM et al, 2002).

Polimorfismos nas regibes promotoras de genes sdo capazes de alterar o
perfil de expressao de fatores de transcricdo levando um aumento ou diminui¢cdo na
producdo dos produtos biologicos, enquanto os polimorfismos em regides codantes
do gene podem alterar a sequéncia de aminoacidos, tendo impacto na conformacao
tridimensional de proteinas, comprometendo assim sua funcdo (HAUKIM et al,
2002).

Vérias doencas, inclusive as DAIs vem sendo associadas a polimorfismos de
citocinas, esses polimorfismos podem estar associados a fatores de predisposicéo a
doenca, progressao e gravidade do caso ou conferirem fatores de protecéo, visto
gue essas alteracfes genéticas podem afetar a funcdo natural dessas moléculas
(SILVA, 2014; KIM et al., 2009).

Todavia as publicacdes acerca do tema sdo muitas vezes controversas, € no
que diz respeito aos polimorfismos de citocinas associados ao LES ha uma

escassez de publicagbes (SILVA, 2014).

2.5.1 Polimorfismos do IFNG

O Interferon gama é codificado por um gene que esta localizado no braco
longo do cromossomo 12 na regido 24.1, mede 5,4kb e codifica uma proteina de 146
aminoécidos (HOLANDA, 2013).

Vérios polimorfismos tém sido observados na regido ndo codantes do gene
IFNG, varios deles associados a DAIl. Estudos ja demonstram que a repeticdo
microssatélite CA na posicéo -179T/G esta associada a alteragfes na producéo de
Interferon gama e por consequéncia esta relacionada a condigbes inflamatorias
crébnicas (PRAVICA et al., 2000; CHONG et al., 2006; PACHECO et al., 2008;
HOLANDA, 2013; TANGWATTANACHULEEPORN et al., 2007).
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Outro polimorfismo que configura entre os principais desse gene € o da regido
+874 A/T. Um estudo tailandés demonstrou que a frequéncia alélica do polimorfismo
IFNG +874 T/A entre individuo com LES e o grupo controle ndo produziu diferencas
estatisticas, entretanto o0 mesmo estudo sugeriu que este polimorfismo pode ser
usado como marcador para artrite em pacientes com LES, visto que foram
encontrados resultados significativos do alelo A em pacientes portadoras de LES e
artrite (TANGWATTANACHULEEPORN et al., 2007).

Além disso, um estudo brasileiro conduzido por Silva e colaboradores (2014)
demonstrou em uma amostra de 99 pacientes portadores de LES e 100 individuos
controles saudaveis, que a frequéncia alélica T/A do polimorfismo +874 T/A do gene
IFNG possui diferencas estatisticas, sendo que é a frequéncia é superior nas
pacientes acometidas por LES, sugerindo que esse polimorfismo seja um fator de
suscetibilidade para doenca. O estudo nao encontrou correlacdo entre o

polimorfismo descrito e as manifestacdes clinicas da doenca (SILVA et al., 2014).

Quanto ao polimorfismo IFNG +874 A/T, é digno de nota que portadores do
alelo selvagem T produzem quantidades normais de interferon gama, enquanto os
portadores do alelo mutante A tendem a produzir niveis menores de interferon gama
(MATOS et al, 2007). Em adicdo, Holanda (2013) descreveu em sua tese que a
analise do polimorfismo +874 A/T gera trés possiveis genétipos A/A, T/A e T/T cada
um relacionado com a producdo de interferon gama: baixo, intermediario e alto
produtor, respectivamente. (HOLANDA, 2013). Segundo Pravica et al (2000) uma
SNP localizada no primeiro intron do gene IFNG junto a regido de repeticdo CA +874

pode influenciar negativamente a producao de interferon gama.
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3 JUSTIFICATIVA

A compreensdo da Patogenia de LES pode auxiliar na determinacédo do seu
prognoéstico. Além disto, estes estudos podem ser subsidios para criacdo de novas

ferramentas diagnoésticas, que poderdo ser Uteis na area de Andlises Clinicas.

A expressao de elevados indices de interferon gama faz parte da patogénese
do LES (KIM et al., 2009). Como ja abordado na revisdo de literatura, essa citocina
possui uma atividade de modulacdo do sistema imune que ativa varios mecanismos
capazes de induzir a inflamacédo, sendo relacionado com o0s processos de
autoimunidade sistémica (POLLARD et al., 2013).

Assim, os polimorfismos presentes em regides que afetam a transcricdo do
referido gene tem sido associado a gravidade, susceptibilidade e manifestacdes
clinicas do LES (SILVA et al 2014; KIM et al 2009).

Devido as alteracBes genéticas, pode ocorrer a producdo alterada dessa
citocina, e assim fica sugestiva a participacdo dos polimorfismos do gene IFNG na
patogenia do LES, sendo necessarios mais estudos, em outras populacbes
portadoras de LES, para a completa compreensdo desses mecanismos (KIM et al
2009).
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4 OBJETIVOS

4.1  Objetivo Geral

O principal objetivo desse trabalho consiste em verificar associagdo entre o

polimorfismo do gene INFG +874 A/T e o prognostico de LES.

4.2 Objetivos Especificos

a) Realizar revisdo da literatura sobre polimorfismo +874 A/T do gene IFNG e do
LES.

b) Realizar a padronizacdo dos procedimentos laboratoriais necessarios para o
estudo do polimorfismo +874 A/T do gene IFNG em amostras de pacientes com
LES.

c) Investigar a associacdo do polimorfismo +874 A/T do gene IFNG ao progndstico

de LES (caracteristicas clinicas) em uma amostra brasileira da regido Centro-Oeste.
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RESUMO

O Lupus Eritematoso Sistemico (LES) é uma doenca autoimune que afeta o
organismo de forma sistémica, e pacientes acometidos com essa patologia tendem a
ter niveis de citocinas elevados, dentre elas o interferon gama. Ha relatos que
polimorfismos do gene IFNG tenham participacdo na patogenia do LES e em suas
manifestagdes clinicas, assim sendo o objetivo desse estudo consiste em associar 0
polimorfismo +874 IFNG A/T (rs2430561) e as manifestacdes clinicas em portadoras
de LES atendidas em uma unidade hospitalar do Distrito Federal (Brasil). Para isto,
uma estratégia PCR alelo especifica foi conduzida para identificar a presenca dos
alelos A e T no intron 1 em um estudo descritivo com 81 pacientes. Os estudos de
associacdo com as caracteristicas clinicas foram executados no programa SPSS
versao 22.0. Notou-se que o gendétipo TT, altamente produtor da citocina, estava
presente em 16% das participantes, e foi considerado fator de risco para os critérios
clinicos nefrite e de lesdes orais e nasais (P< 0,05). Estes achados divergem de um
estudo executados em coreanos, fazendo —se necessaria, portanto, a existéncia de

estudos complementares.

Palavras-chave: LES. Polimorfismo. IFNG
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INTRODUCAO

As doencas autoimunes (DAI) s&o causadas pelo reconhecimento de
antigenos proéprios por linfécitos reativos que ativam uma cascata de reacdes
levando as suas manifestacdes clinicas. Estudos demonstram que a origem das DAI
€ complexa e de origem multifatorialt, dentre os fatores que se tornaram destaque
nos ultimos anos estdo os genéticos. Alguns polimorfismos de genes especificos
tém sido cada vez mais utilizados como ferramenta para identificacdo de

predisposicao para certas DAI. 21

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € uma DAI sistémica de origem
multifatorial. A doenca progride com manifestacdes clinicas heterogéneas cursando
com periodos de exacerbacdo e remissdes dos sintomas3®4, O LES é mais
prevalente no sexo feminino (9:1), sendo mais frequente em mulheres em idade

fértil. 345

Embora a etiologia do LES néo esteja esclarecida, tem se observado que
portadores da doenga possuem um nivel elevado de citocinas inflamatérias no seu
organismo, o que resulta em funcionamento inadequado do sistema imune, com a
deposicdo de imunocomplexos em nivel tecidual e aumento nas taxas de apoptose e
de ativacdo de células de defesa.® Vérias citocinas tem sido associadas ao LES,
entre elas os interferons, que possuem niveis aumentados, especialmente nos
periodos de exacerbacdo da doenca.” Estudos demonstram que o interferon gama

pode estar envolvido em processos autoimunes sistémicos como o LES.®

O interferon gama é uma citocina pro inflamatoria produzida por linfocitos T e
células NK. Ele participa da defesa contra virus e patégenos externos e de reacdes
inflamatérias, sendo codificado pelo gene IFNG que esta localizado no brago curto

do cromossomo 12, precisamente na posi¢cao 12924.1.9

Apesar da existéncia de um papel desempenhado pelo interferon gama nas
patologias autoimunes em especial no LES, os estudos envolvendo IFNG e LES sao

escassos.b
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Nesse contexto, o presente estudo busca identificar se ha evidencia que
estabeleca uma associacdo do gene IFNG com as manifestacfes clinicas do LES,
para uma maior compreensao sobre polimorfismo do +874 IFNG A/T (rs2430561) e

suas implica¢des na doenca.

MATERIAIS E METODOS

Participantes da pesquisa

O estudo descritivo foi conduzido com 81 pacientes do sexo feminino com
idades entre 40 e 76 anos. Estas portadoras de LES foram recrutadas em uma
unidade hospitalar do Distrito Federal. As participantes selecionadas preencheram
os critérios de classificacdo revisados e modificados pelo American College of
Rheumatology!®L,

As caracteristicas clinicas de cada paciente com LES foram avaliadas
cuidadosamente a partir dos respectivos prontuarios. Comprometimento renal, perfil
de auto-anticorpos, e ademais caracteristicas clinicas também foram registradas.
Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética da FEPECS (ANEXO 1).

Extracdo de DNA

O DNA foi extraido de sangue periférico com uso do kit Invisorb Spin Blood
Mini Kit (250) da empresa Invitek (catadlogo #CA10-0005, lote #1031100300). A
concentracdo de DNA foi determinada em corrida eletroforética em gel de agarose a
1%, corado com brometo de etidio. O rendimento médio alcancado foi de 20 ng/uL.



31

PCR (Reacéo em cadeia de Polimerase) Qualitativo

O DNA diluido foi submetido a estratégia de PCR alelo especifica para estudo
da distribuicdo dos alelos na regiao +874 do intron 1 do gene IFNG. As sequéncias
de oligonucleotideos usadas foram: CP 5-TCA ACA AAG CTG ATA CTC CA-3; T :
5-TTC TTA CAA CAC AAA ATC AAA TCT-3"; A: 5°-TTC TTA CAA CAC AAA ATC
AAA TCA-3". No termociclador, a temperatura inicial para desnaturacéo foi de 95°C
por 5min, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1min, anelamento a
60°C por 1min, extensdo a 70°C por 2 min e uma extenséo final a 72°C por 10 min.
Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
2%, com brometo de etidio na poténcia de 100W por 30 minutos, e sendo

visualizados em um transluminador com fonte ultravioleta.

Analise Estatistica

As frequéncias genotipicas dos pacientes foram descritas em termos de
frequéncias absolutas e relativas (em porcentagem). Para associacdo das
caracteristicas clinicas para cada genatipo foi aplicado o teste qui-quadrado e o nivel
de significancia adotado foi de 5%. Foi calculado o Odds ratio (OR) das frequéncias
alélicas e genaotipicas e utilizado intervalo de confianca (IC) de 95%. O programa
estatistico utilizado foi 0 SPSS (versao 25.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

RESULTADOS

Conforme ilustrado na tabela 1, o genétipo TT foi observado em 16% (N=13)
das portadoras de LES, e o estudo da associagao entre o polimorfismo +874 IFNG
A/T e o prognéstico, avaliado conforme os critérios ACR, resultou que o genétipo TT

aparentemente diminui o risco para o critério hematoldgico, entretanto aumenta o
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risco para nefrites e ulceras nasais e orais nas pacientes portadoras de LES (p
<0,05).

Tabela 1:Distribuicdo da presenca das manifestacdes clinicas em pacientes

com LES conforme frequéncia genotipica do IFNG +874

IENG +874 AIT

TT (N = 13; 16%) TA+AA (N=68; 84%)

N % N % P
ARTRITE NAO EROSIVA—  SIM 13 16,0% 68 84,0%
ACR ~
0 0

NAO 0 0,0% 0 0,0% NA
RASH MALAR - ACR SIM 7 17,9% 32 82,1%

NAO 6 14,3% 36 85,7% 0,654
LESOES DISCOIDES — ACR  SIM 3 18,8% 13 81,3%

NAO 10 15,4% 55 84,6% 0,743
FOTOSSENSIBILIDADE — SIM 8 14,3% 48 85,7%
ACR ~

NAO 5 20,0% 20 80,0% 0,517
SEROSITES - ACR SIM 6 26,1% 17 73,9%

NAO 7 12,1% 51 87,9% 0,121
NEFRITES — ACR SIM 13 35,1% 24 64,9%

NAO 0 0,0% 44 100,0% <0,01*
HEMATOLOGICO — ACR SIM 9 12,3% 64 87, 7%

NAO 4 50,0% 4 50,0% 0,006*
ULCERAS ORAIS/NASAIS —  SIM 5 38,5% 8 61,5%
ACR ~

NAO 8 11,8% 60 88,2% 0,016*
FAN — ACR SIM 13 16,0% 68 84,0%

NAO 0 0,0% 0 0,0% NA
ALTERAQ}AO SIM 10 21,3% 37 78,7%
IMUNOLOGICA — ACR NAO 3 8.8% 31 91,2%

0,132
PSICOSE CONVULSOES -  SIM 0 0,0% 12 100,0%
ACR ~
0 0
NAO 13 18,8% 56 81,2% 0,101

(Fonte: propria autora)

DISCUSSAO

Polimorfismos genéticos podem ter impactos na susceptibilidade ao diversos

agravos. Os tipos mais comuns de polimorfismos sdo os VNTRs (Numéro Variavel
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de Repeticbes em Tandem) e os SNPs (Polimorfismos de Nucleotideos
Unicos).%12Na literatura cientifica recente tém sido observados varios polimorfismos

em regibes ndo codantes do gene IFNG associados ao LES.1314.9.15

Assim estas alteragBes genéticas podem afetar a expressdo de interferon
gama ,e constituir um papel na patogénese do LES.*® O polimorfismo +874 IFNG A/T
gera trés possiveis genotipos A/A, T/A e T/T cada um relacionado com a producéo
de interferon gama: baixo, intermediario e alto produtor, respectivamente.® Um
estudo coreano exaustivo para determinar que polimorfismos do gene IFNG podem
estar relacionados ao LES verificou que na regidao +874 IFNG A/T (rs2430561), o
modelo recessivo TT (na populacdo daquele estudo) esta associado ao risco para

LES, mas ndo ao seu progndstico. 16

No entanto, no presente estudo brasileiro trés critérios ACR foram associados
ao polimorfismo +874 IFNG A/T sendo que o gendtipo TT foi considerado fator de

risco para os critérios nefrites e ulceras nasais/orais.

A Nefrite Lapica (NL) é uma complicacdo grave que pode levar a insuficiéncia
renal aguda ou crénical’, a causa mais aceitavel é que imunocomplexos formados
através da mediacdo de linfocitos T e B se infitrem na membrana basal dos
glomérulos dando inicio a uma glomérulonefrite!’. Acredita-se que a lesdo nos
glomérulos seja mediada também pelo sistema complemento, entretanto ainda ndo
existe biomarcadores confiaveis para NL.131°As vias de sinalizacdo de interferons
tipo 1 provocadas por infec¢Bes virais sdo semelhantes ao ambiente imunoldgico do
LES, sabe que o interferon gama age de forma sinérgica com o interferon alfa, o que
pode de alguma forma envolver essa citocina nos processos de NL.?° Estima-se que
cerca de ha cerca de 50 polimorfismos genéticos, representam risco genético para

LES, porem nenhum deles especifico e NL.?°

As lesOes orais no LES podem ser classificadas em agudas, subagudas e
cronicas, sendo a ultima a manifestacdo mais comum. A lesdo oral crénica é
caracterizada por sua forma discoide e eritematosa podendo ser delimitada ou
irregular, com superficie atréfica ou ulcerada.?! Acredita-se que as citocinas como o
interferon gama tem um papel importante na génese dessas lesbes, umas vez que 0

desequilibrio entre a resposta humoral e celular parece estar envolvido.??



34

CONCLUSAO

O polimorfismo 874 IFNG A/T (rs2430561) esta associado ao prognéstico de
LES em uma amostra brasileira. O genoétipo TT parece ter uma relacdo com o
aumento das lesBes orais e nasais, além de estar associada também com a NL
(manifestacdo clinica grave do LES) provavelmente por que esse genotipo possuli
um perfil de alto produtor de interferon gama, que € um citocina com alta atividade

inflamatoéria.

O LES é uma patologia autoimune sistémica grave com envolvimento de
diversas citocinas na sua patogénese entre elas o interferon gama, entretanto os
artigos acerca do tema s&o escassos e por vezes inconclusivos, o que evidencia a
necessidade que os estudos de polimorfismos genéticos relacionados aos LES

continuem para melhor elucidagédo dos mecanismos por tras dessa patologia.
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8 ANEXO Il - Norma da revista “Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina
Laboratorial”

INSTRUCOES AOS AUTORES

O Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial ( JBPML), continuacao do
Jornal Brasileiro de Patologia, de periodicidade bimestral (fevereiro, abril, junho,
agosto, outubro e dezembro), é o 6rgdo oficial da Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML), da Sociedade Brasileira de Patologia (SBP)
e da Sociedade Brasileira de Citopatologia (SBC). E indexado no Literatura Latino-
Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), no Periodica € no Chemical
Abstracts e é integrante da base de dados Scientific Electronic Library Online
(SciELO). Destina-se a publicacdo de trabalhos cientificos que contribuam para o
desenvolvimento da drea de Medicina Laboratorial e aceita as seguintes categorias:
artigos originais, de revisao, de atualizacdo, experimentais, relatos de caso,
comunicacoes breves e cartas aos editores. Os trabalhos podem ser submetidos nos
idiomas portugués, inglés ou espanhol, mas o texto completo sera publicado apenas
em inglés, com resumo em portugués ou espanhol.

ANALISE DOS TRABALHOS

O manuscrito recebido serd enviado para, pelo menos, dois avaliadores
independentes, pares cientificos, de renome e com conhecimento especifico na area
contemplada pelo artigo. Apds analise pelos avaliadores, o editor-chefe do JBPML
entrard em contato com o autor principal comunicando os passos a serem seguidos
na aceitacao do trabalho para publicacdo ou sua eventual rejeicao.

ETICA

Estudos realizados com seres humanos, incluindo érgaos e/ou tecidos isoladamente,
bem como prontudrios clinicos ou resultados de exames clinicos, deverdao estar de
acordo com a Resolugao 196/96 do Conselho Nacional de Saude. Quando pertinente,
o trabalho devera ter aprovacao do comité de ética da instituicdo onde foi realizada a
pesquisa, em consondncia com a Declaracdo de Helsinki, atualizada em 2008.
Nos trabalhos experimentais envolvendo animais, devem ser respeitados os
principios éticos de experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA) e as normas estabelecidas no Guide for Care and Use of Laboratory
Animals (Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on Life Sciences,
National Research Council, Washington, D.C., atualizada em 2011). As drogas e
substancias quimicas eventualmente utilizadas na realizacdo do trabalho devem ser
identificadas com precisdo. Nao devem ser utilizados nomes ou iniciais do paciente
nem informados nomes comerciais, de empresas e/ou registros de hospitais.
RESPONSABILIDADE DA AUTORIA E CONFLITO DE INTERESSES

De acordo com as diretrizes elaboradas pelo International Committee of Medical
Journal Editors (ICMJE), atualizada em 2013, a autoria deve ser validada para: a)
concepgao e projeto do trabalho ou aquisicdo, analise e interpretacdao dos dados; b)
redagdo inicial do artigo ou revisao critica do seu conteldo; c) aprovacdo final da
versao para publicacao; d) responsabilidade para todos os aspectos do trabalho,
garantindo que questdes relacionadas a acuracia ou integridade de qualquer parte do
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trabalho sejam adequadamente investigadas e analisadas. Todos os autores listados
no artigo devem preencher os quatro critérios de validacdo de autoria para serem
designados como tal. Os participantes do trabalho que ndao preencherem os quatro
critérios devem ser incluidos na seccdo de Agradecimentos (Acknowledgements). O
autor principal deve especificar a contribuicdo de cada um nas diferentes etapas do
estudo.

Do mesmo modo, o autor principal deve declarar ou negar a existéncia de possiveis
conflitos de interesse. Caso exista algum conflito, ele deve ser especificado como
nota no final do artigo.

RESUMOS E UNITERMOS

Independentemente do idioma no qual o trabalho foi escrito, devem constar dois
resumos: um em portugués (Resumo) e outro em inglés (Abstract). Os resumos
devem identificar os objetivos, os procedimentos e as conclusdbes do trabalho
(maximo de 250 palavras para artigos originais, artigos de revisao e artigos de
atualizacdo; e maximo de 100 palavras para relatos de caso e comunicacoes
breves). Caso o trabalho tenha sido escrito em espanhol, deverd haver um resumo
também nesse idioma.
Os unitermos, palavras que representam o assunto tratado no trabalho, devem ser
em numero de trés a seis, utilizando o vocabuldrio controlado Descritores em
Ciéncias da Saude (DeCS) da BIREME, acrescidos de outros termos, quando
necessario. Devem ser apresentados em portugués e inglés. Caso o trabalho tenha
sido escrito em espanhol, devera haver descritores também nesse idioma.
AGRADECIMENTOS

Devem ser breves, diretos e dirigidos apenas a pessoa ou a instituicdo que contribuiu
substancialmente para a elaboracdao do trabalho. Devem ser incluidos apos as
conclusdes e antes das referéncias bibliograficas.

ESTRUTURA DO TEXTO

Artigos originais

Sao contribuicdes destinadas a divulgar resultados de pesquisa original que possam
ser replicados. Os artigos podem conter até 4 mil palavras. A sua estrutura formal
deve seguir o esquema de apresentacdao do texto para esse tipo de artigo:
Introducdo, Objetivos, Material e Método, Resultados, Discussao, Conclusdes e
Referéncias Bibliograficas.

O uso de subtitulos é recomendado, particularmente na Discussao. Implicagbes
clinicas e limitacbes do estudo devem ser claramente apontadas. Sugere-se o
detalhamento do topico Material e Método. Para esses artigos, exige-se a
apresentacdo de resumos estruturados em portugués e inglés, com cabecalhos
obedecendo a apresentacdo formal do artigo: Introducdo, Objetivos, Material e
Método, Resultados, Discussdao, Conclusdes e Referéncias. O Abstract (resumo em
inglés) deve ser precedido pelo titulo em inglés. As referéncias bibliograficas devem
aparecer no final do texto, obedecendo as normas especificadas a seguir

Comunicacgoes breves
Sao relatos curtos que devem apresentar: 1) dados de estudos preliminares com
achados sugestivos que garantam uma investigacdao mais definitiva; 2) estudos de
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replicacdo; e 3) estudos negativos de tdpicos importantes. Esses artigos devem ter
até 1.500 palavras, incluir resumo nao estruturado e, no maximo, uma tabela ou
figura, além das referéncias bibliograficas.

Artigos de revisao
Serao aceitos apenas mediante convite.

Avaliagdes criticas sistematizadas da literatura sobre determinado assunto, devem
incluir conclusOes e ter até 5 mil palavras. A organizacao do texto, com excecdo de
Introducao, Discussao e Conclusao, fica a critério do autor. Para esses artigos, exige-
se um resumo estruturado no idioma do texto e outro em inglés. Uma lista extensa
de referéncias bibliograficas deve aparecer no final do texto.

Relatos de caso

Sao trabalhos de observagoes clinicolaboratoriais originais, acompanhados de andlise
e discussao. Devem conter até 1.500 palavras. A estrutura deve apresentar, no
minimo, os seguintes tépicos: Introducdo, Relato(s) dos(s) caso(s) e Discussdo.
Incluir um resumo nado estruturado no idioma do texto e outro em inglés.

Cartas aos editores

Inclui cartas que visam a discutir artigos recentes publicados na revista ou a relatar
pesquisas originais ou achados cientificos significativos. Cartas breves, com no
maximo 500 palavras (incluindo referéncias, sem tabelas ou figuras), serdo
consideradas se estiver explicita a frase “para publicacdo”.

REFERENCIAS

As referéncias bibliograficas devem aparecer no final do artigo, e ser numeradas
sucessivamente pela ordem em que sdo mencionadas pela primeira vez no texto.
Devem seguir as normas do Estilo Vancouver. Os titulos dos periddicos deverdao ser
referidos na forma abreviada de acordo com o Index Medicus (List of Journals
Indexed in Index Medicus). Se a lista de referéncias ndo seguir a norma adotada, os
trabalhos serdao imediatamente rejeitados, sem revisao de conteudo.

Os autores devem certificar-se de que as referéncias citadas no texto constam da
lista de referéncias com datas exatas e nomes de autores corretamente grafados. A
exatiddo das referéncias bibliograficas é de responsabilidade dos autores.
Comunicagdes pessoais, trabalhos inéditos ou em andamento poderdo ser citados,
quando absolutamente necessarios, mas nao devem ser incluidos na lista de
referéncias bibliograficas; apenas mencionados no texto ou em nota de rodapé. A
lista de referéncias deve seguir o estilo dos exemplos abaixo.

Exemplos:

Artigos de periodicos (um ) autor)
Fry PH. O significado da anemia falciforme no contexto da ‘politica racial’ do governo
brasileiro 1995-2004. Hist Cienc Saude Manguinhos. 2005; 12: 347-70. PubMed
PMID: 16353330.

Artigos de periodicos (até seis autores)
Barbosa AJA, Queiroz DM, Mendes EN, Rocha GA, Lima GF Jr, Oliveira CA.
Immunocytochemical identification of Campylobacter pylori in gastritis and
correlation with culture. Arch Pathol Lab Med. 1988 May; 112(5): 523-5. PubMed
PMID: 3282485.
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Artigos de periédicos (mais de seis autores)
Rocha GA, Queiroz DM, Mendes EN, et al. Indirect immunofluorescence
determination of the frequency of anti-H. pylori antibodies in Brazilian blood donors.
Braz ] Med Biol Res. 1992; 25(7): 683-9. PubMed PMID: 1342599.

Artigo de periédico on-line
Polgreen PM, Diekema DJ, Vandeberg J, et al. Risk factors for groin wound infection
after femoral artery catheterization: a case-control study. Infect Control Hosp

Epidemiol [Internet]. 2006 Jan; 27(1): 34-7. Disponivel
em: http://www.journals.uchicago.edu/ICHE/journal/issues/v27n1/2004069/200406

9.web.pdf.

Livros no todo (dois autores)

Eyre H], Lange DP. Informed decisions: the complete book of cancer diagnosis,
treatment, and recovery. 2nd ed. Atlanta: American Cancer Society; 2002.
Capitulos ou parte de livro editado por outro autor
Mendeenhall WM. Treatment of head and neck cancer. In: DeVita VT Jr, Lawrence
TS, Rosenberg SA , editors. Cancer: principles and practice of oncology. 9th ed.
Philadelphia, PA: Lippincott Williams & Wilkins; 2011. p. 729-80.

Parte de livro em meio eletronico
S3do Paulo (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e organizacoes
ambientais em matéria de meio ambiente. In: S3o Paulo (Estado). Entendendo o

meio ambiente. Sao Paulo; 1999. V. 1. Disponivel
em: http://www.bdt.org/sma/entendendo/atual/htm.
Evento em meio eletronico

Christensen S, Oppacher F. An analysis of Koza's computational effort statistic for
genetic programming. In: Foster JA, Lutton E, Miller J, Ryan C, Tettamanzi AG,
editores. Genetic programming. EuroGP 2002: Proceedings of the 5th European
Conference on Genetic Programming; 2002 Apr 3-5; Kinsdale, Ireland. Berlin:
Springer; 2002. p. 182-91.

Tese ou dissertacao
Silva MAL. Estudo da identificacdo de haplétipos e a relagdo com as manifestagoes
clinicas em pacientes com doenga falciforme. 2008. [dissertacdo]. Programa de pds-
graduacao em Ciéncias Médicas, Universidade Federal do Rio Grande do Sul; 2008.
Citacoes no texto
Devem ser identificadas por algarismos ardbicos (niUmeros-indice). Podem também
ser acrescentados o nome do autor e o ano. As referéncias com mais de um autor
devem conter o sobrenome do autor seguido da expressdao et al., como, por
exemplo, Higashi et al.

Tabelas e figuras

As tabelas deverdao ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos e
encabecadas por seu titulo, recomendando-se a ndo repeticido dos mesmos dados
em graficos. Na montagem das tabelas, seguir as normas de apresentagdo tabular
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Estatistica e publicadas pela Fundacgao
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 1993).

As ilustracdes (graficos, fotografias, desenhos etc.) deverdo ser numeradas
consecutivamente com algarismos arabicos e citadas como figuras. Devem ser
suficientemente claras para permitir sua producdo. Os graficos deverdao vir
preparados em programa processador de graficos. Deverdo ser indicados os locais
aproximados no texto onde as ilustragdes serao intercaladas como figuras.

O GNPapers aceita a importacdao de tabelas, imagens e graficos em arquivo
eletronico nos seguintes formatos: jpg, gif, psd, tif e png, e com resolucao de no
minimo 300 dpi.


http://www.journals.uchicago.edu/ICHE/journal/issues/
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O direito a privacidade do paciente ndo deve ser infringido. Imagens que
eventualmente permitam a identificagcdo pessoal somente poderao ser utilizadas com
consentimento por escrito do paciente ou responsavel, quando da submissdao do
manuscrito

Abreviacoes e nomes de medicamentos

As abreviacoes devem ser indicadas no texto no momento de sua primeira utilizagao.
Empregar o nome genérico de medicamentos e indicar a fonte de componentes néo
disponiveis para prescricao.

As unidades de medida, inclusive suas abreviaturas, devem ser expressas no sistema
métrico decimal e, quando o autor assim o desejar, também no Sistema
Internacional (SI) entre parénteses.

Contato com a secretaria do JBPML

Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial
Tel.: +55 (21) 3077-1400
e-mail: jbpml@sbpc.org.br

Indexadores
H'-ir/'/zu

LILACS
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