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RESUMO

Introducéo: O lupus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca autoimune inflamatéria
crbnica de origem multifatorial cuja etiologia inclui fatores genéticos, hormonais e
ambientais. Os genes do Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a e TNF-B sdo candidatos
importantes na resposta inflamatdria, estdo proximos entre si e localizados dentro do
locus que compdem o Antigeno Leucocitario Humano de classe Il que esta localizado no
braco curto do cromossomo 6. A fisiopatologia do LES caracteriza-se pela producéo de
autoanticorpos contra inimeras estruturas nucleares. O polimorfismo TNF-8 (rs909253)
na posicao +252 no primeiro intron, consistindo de uma base guanina, caracteriza o alelo
B1 e uma adenina caracteriza o alelo B2 +252 G>A. Esse polimorfismo de nucleotideo
Unico que tem sido associado com alteracdes nos niveis de TNF-a e falha na regulacao
de sua sintese, em locais de lesdo imunoldgica, leva a ativacao cronica das células da
resposta imunes que potencialmente causam dano tecidual. Objetivo: Avaliar a
associacdo entre o polimorfismo TNF-8 +252 G>A (rs909253) com a susceptibilidade ao
LES, niveis plasmaticos de TNF-a e a presenca de autoanticorpos em pacientes com
LES em atividade. Método: Este estudo caso-controle incluiu 195 pacientes com LES
atendidos pelo Ambulatério de Reumatologia do Hospital Universitario de Londrina e 226
individuos saudaveis (controles) da mesma area geografica. Os pacientes foram
diagnosticados de acordo com os critérios propostos pelo Colégio Americano de
Reumatologia em 1997. A atividade da doenca foi determinada utilizando o escore
SLEDAI e foi considerada doenca em atividade quando SLEDAI =6. O polimorfismo
genético foi estudado pelo método de reacdo em cadeia da polimerase seguido pelo
polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricdo (PCR-RFLP). Os niveis
plasmaticos de TNF-a e dos autoanticorpos, anti-dsDNA (DNA de dupla fita), anti-
SSA/Ro, anti-SSB/La, anti-Smith (anti-Sm), anti-URNP e anti-nucleossoma, foram
determinados pelo ensaio de imunoabsorcao ligado em enzima. Os niveis séricos dos
componentes C3 e C4 do sistema complemento foram determinados por turbidimetria.
Resultados: Nao foram observadas diferencas entre pacientes e controles na frequéncia
alélica e na distribuicdo de gendtipos quando avaliados nos modelo aditivo e modelo
recessivo. Pacientes com gendtipo B2/B2 apresentaram maiores niveis plasmaticos de
TNF-a (p=0,040) quando comparados ao grupo com a presenca do alelo B1. No entanto,
apoés a correcdo para idade, sexo, indice de massa corpérea (IMC), tratamento e
atividade da doenca, os niveis de TNF-a ndo permaneceram associados ao gendtipo
B2/B2. Somente pacientes portadores de gendtipo B2/B2 com doenca em atividade
apresentaram niveis mais elevados de anti-dsDNA e anti-Sm e baixos niveis de C4,
independentemente dos dados demograficos, clinicos e laboratoriais. Além disso,
pacientes com gendtipo B2/B2 e com a presenca de anti-dsDNA (OR:4,50, IC 95%: 1,61-
12,54), anti-Sm (OR:16,87, IC 95%: 1,97-44,38) ou ambos (OR:12,23, IC 95%: 1,40-
46,86), foram independetemente associados a doenga em atividade, independentemente
dos dados demograficos e clinicos. Concluséo: O polimorfismo do TNF- +252 G>A nao
foi associado a susceptibilidade ao LES, a atividade da doenca e aos niveis plasméticos



de TNF-a e autoanticorpos em pacientes com LES. No entanto, a interacao entre doenga
em ativa e a presenca do gendtipo B2/B2 foi associada com os niveis de anti-dsDNA e
anti-Sm.

Palavras-chave:  LUpus eritematoso sistémico. Autoanticorpos. SLEDAI. Polimorfismo
do TNF-B +252 G>A. TNF-a.
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ABSTRACT

Introduction: Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune
inflammatory disease of multifactorial origin, which includes genetic, hormonal and
environmental factors. Tumor Necrosis Factor (TNF) -a and TNF-B genes are important
candidates in the inflammatory response, are close to the genes that make up the Class llI
Human Leukocyte Antigen that is located in the short arm of chromosome 6. TNF-8
polymorphism (rs909253) at the position +252 within the first intron, consisting of a
guanine base, characterizes the B1 allele, whereas an adenine base characterizes the B2
allele +252 G>A. This single nucleotide polymorphism (SNP), which has been associated
with changes in TNF-a levels and failure to regulate TNF-a synthesis, at sites of
immunological injury, leads to chronic activation of innate immune cells and chronic
inflammatory responses that potentially cause tissue damage. Objective: To evaluate the
association between the TNF-8 +252 G>A (rs909253) polymorphism with the
susceptibility for SLE, TNF-a levels, and presence of autoantibodies in patients with active
SLE. Method: This cross-sectional study included 195 patients with SLE and 226 healthy
subjects from the same geographic area. SLE was diagnosed using the American College
of Rheumatology (ACR) criteria (1997) and the disease activity was determined using SLE
Disease Activity Index (SLEDAI) score . Patients with SLEDAI =6 were classified as
having active disease. The genetic polymorphism was studied by using Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Length (PCR-RFLP). Active disease was categorized
when SLEDAI 26. Serum TNF-a levels, anti-double-stranded DNA (anti-dsDNA), anti-
SSA/Ro, anti-SSB/La, anti-Smith (anti-Sm), anti-URNP, and anti-nucleosome) were
determined by enzyme linked immunosorbent assay. Serum levels of complement
component C3 and C4 were determined by turbidimetry. Results: No differences were
observed among patients and controls in allele frequency and genotype distribution when
evaluated in an additive as well as in a dominant model. Patients with B2/B2 genotype
showed higher plasmatic TNF-a levels (p=0.040). However, after correction to age, sex,
body mass index (BMI), treatment and disease activity, TNF-a levels did not remain
associated. Only patients carrying B2/B2 genotype with active disease showed higher
levels of anti-dsDNA and anti-Smith and lower levels of C4, independently of
demographic, clinical, and other laboratorial data. Moreover, plasma TNF-a levels in
patients with B2/B2 genotype and the presence of anti-dsDNA (OR:4.50, IC 95% 1.61-
12.54), anti-Sm (OR:16.87, IC 95% 1.97-44.38) or both (OR: 12.23, IC 95% 1.40-46.86)
were independently associated with disease activity, independently of demographic and
clinical data. Conclusion: TNF-8 +252 G>A polymorphism was not associated with SLE
susceptibility, disease activity, TNF-a and autoantibodies levels in Brazilian patients.
However, the interaction between active disease and B2/B2 genotype could propitiate a
microenvironment is associated with anti-dsDNA and anti-Sm.

Keywords: Systemic lupus erythematosus. Autoantibodies. SLEDAI. TNF-8 +252
G>A polymorphism. TNF-a.
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l.Introducéo

O ldpus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca autoimune inflamatoria
cronica que afeta mdaltiplos sistemas, caracterizada pela producdo de diversos
autoanticorpos. A doenca evolui de forma polimérfica, com periodos de remisséao e
exacerbacgdo. A etiologia do LES néo € totalmente esclarecida, mas acredita-se que
fatores hormonais (estrégeno), genéticos (mais de 200 loci diferentes codificando
variantes do Human leucocyte antigen) e ambientais (infec¢Oes, radiacdo ultra
violeta e interven¢des com drogas) estejam envolvidos (BORBA et al., 2008; KAMAL
e KHAMASHTA, 2014). Os linfécitos B (LB) exercem um importante papel na
patogénese do LES, seja na producdo de citocinas, na apresentacdo de antigenos
préprios e ativacao de linfécitos T ou ainda na producéo de diversos autoanticorpos
contra diferentes componentes nucleares (DNA, RNA, histonas e proteinas nao
histonas) (MERRILL et al., 2010; SHIRAI e HIROSE, 2006). A deposicao de
imunocomplexos formados por autoanticorpos contra antigenos préprios causam
respostas inflamatérias importantes e complexos contendo imunoglobulina gama
(IgG) sédo particularmente patogénicos pois ativam sistema complemento e
leucécitos pela porcao cristalizante (Fc) (CARROLL, 2004). Os fendémenos
inflamat6rios causam danos teciduais que podem se manifestar na forma de
serosites, disturbios renais, vasculites, artrite, e doencas do sistema nervoso
(FORTE et al., 2003).

O LES pode acometer pessoas de qualquer faixa etaria, sexo e etnia; no
entanto, apresenta maior prevaléncia e incidéncia em mulheres entre 20 e 40 anos e
em afro-americanos e afro-caribenhos. Tem sido demonstrado que
aproximadamente a cada 10 pacientes com LES, nove sdo mulheres (TOUMA e
GLADMAN, 2017). A taxa de incidéncia varia entre 0,3 a 31,5 novos casos a cada
100.000 habitantes/ano, sendo no Brasil de 8,7 a cada 100.000 habitantes. A
prevaléncia varia entre 3,2 a 517,5 casos a cada 100.000 habitantes, sendo no
Brasil 98 casos a cada 100.000 habitantes (CARTER et al., 2016). Os valores de
incidéncia e prevaléncia podem variar bastante devido a fatores demograficos e
genéticos. A taxa de sobrevivéncia do LES aumentou significativamente nos ultimos

anos, variando de menos de 50% em 1950 para mais de 95% no comeco do século
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21. Pacientes com LES tem uma taxa de mortalidade 2 a 4 vezes maior quando
comparados com individuos saudaveis (FORTUNA e BRENNAN, 2013).

Em 1982, o Colégio Americano de Reumatologia (CAR) propés um conjunto
de critérios necessarios para diagnosticar LES (TAN et al., 1982) e, em 1997, esses
critérios foram atualizados. Assim, serd diagnosticado com LES o paciente que
apresentar quatro dos 11 critérios propostos pelo CAR com 85% de sensibilidade e
95% de especificidade. Os 11 critérios consistem em: rash malar, presenca de
lesdes discoides, fotossensibilidade, ulceras orais, artrite (n&o erosiva de 2 ou mais
articulacdes), serosites, manifestacées renais (proteintria maior que 0,5g/dia ou
presenca de cilindros), manifestacdes neurolégicas (convulsao, psicose), transtornos
hematolégicos (anemia hemolitica, leucopenia, linfopenia, plaquetopenia), alteracdes
imunolégicas (presenca de anticorpos anti-dsDNA, anti-Sm ou antifosfolipides) e
pesquisa positiva para anticorpos antinucleares (HOCHBERG., 1997). Em 2012 foi
sugerido que entre os 4 critérios utilizados para o diagndstico o paciente apresente

pelo menos um critério clinico e um laboratorial (PETRI et al., 2012).

A comprovacéao da atividade da doenca pode ser bastante desafiadora, pois a
doenca pode afetar qualquer 6érgdo e ndo ha um biomarcador que reflita
adequadamente a sua atividade. Haja visto esse problema, indices foram criados
para avaliar a atividade do LES. O indice de atividade do LES (Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index -SLEDAI) é comumente utilizado para avaliar
atividade da doenca. O SLEDAI é sensivel para variacbes na atividade da doenca
mas nado para avaliar gravidade do prognostico (YEE et al., 2008). Este instrumento
consiste na avaliacdo de parametros clinicos e laboratoriais, considerando os 6rgaos
acometidos e avaliando-se a atividade da doenca dos ultimos 10 dias. As definicdes
de atividade séo classificadas da seguinte forma: LES inativo: escore 0; atividade
leve: escores de 1 a 5; atividade moderada: escores de 6 a 10; atividade alta:
escores 11 a 19; atividade muito alta: escores maiores ou iguais a 20 (FREIRE et al.,
2011).
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1.2. Fisiopatologia

A etiologia do LES é multifatorial, incluindo a genética e fatores ambientais
que levam & apresentacdo de autoantigeno, producéo de autoanticorpos, inflamacéo
cronica e danos nos tecidos (SHRIVASTAV e NIEWOLD, 2013). O dsDNA é restrito
estritamente ao nucleo e mitocéndria, mas pode ser liberado dessas organelas no
processo de morte celular (PISETSKY, 2012). A morte celular que inclui apoptose,
necrose e NETose (morte celular especial de neutréfilos pelas NETS), é a principal
fonte de auto-dsDNA que ativa o sistema imunolégico e leva a doenca autoimune
(MAHAJAN et al., 2016).

A apoptose também é chamada de morte celular programada, que é crucial
para manter a homeostase do tecido em desenvolvimento e envelhecimento. O
processo de apoptose, geralmente, inclui encolhimento celular, remodelagdo do
citoesqueleto, condensacdo de cromatina, fragmentacdo nuclear, protruso da
membrana plasmatica e formacdo do corpo apoptotico (BIERMANN et al., 2013).
Normalmente, células apoptéticas sdo fagocitadas imediatamente por fagocitos e
degradadas nos lisossomos sem causar inflamacgao e resposta imune. A integridade
da membrana celular é conservada e os fagoécitos secretam citocinas anti-
inflamatorias (BIERMANN et al., 2013). Contudo, células apoptéticas que ndo sao
limpas de forma rapida e eficiente sofrem necrose secundaria, acompanhada de
ruptura da membrana celular e posterior liberacdo de antigenos intracelulares,
incluindo auto-dsDNA (WU et al., 2001). Vale ressaltar que a necrose primaria
desencadeada por fatores exdgenos também leva a liberacdo de material
intracelular que contribui para o desenvolvimento de doencas autoimunes (ANAM et
al., 2009; ESPOSITO et al., 2014). A NETose é uma morte celular especial
executada por neutréfilos, em que o DNA nuclear, histonas e granulos sao expelidos
das células que formando NETs (GALLUZZI et al., 2015). Além disso, outros tipos de
células, como eosindfilos e mastocitos, sdo submetidas a morte celular por um
mecanismo semelhante. A este respeito, a NETose nao € limitada para neutrofilos,
mas representa uma nova classe de morte celular com liberagdo de redes
extracelulares (GUIMARAES-COSTA et al., 2012). No cenario fisioldgico,
macrofagos derivados de mondcitos limpam NETs de forma eficiente, e este

processo € facilitado pelo pré-processamento extracelular de NETs pela DNase | e
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Clq (FARRERA e FADEEL, 2013). Depois de serem ingerido por macrofagos, as
NETs séo transportadas via fagossomos para os lisossomos para degradacéo. A
absorcdo das NETs por macrofagos ndo induz inflamacédo e secrecdo de citocinas,
indicando que este processo € imunologicamente silencioso (FARRERA e FADEEL,
2013). Um defeito nesse processo faz com que haja um acumulo de autoantigenos
incluindo dsDNA (KNIGHT et al., 2015; NAPIREI et al., 2000; VILLANUEVA et al.,
2011), embora outro estudo tenha mostrado um papel protetor de NETs no SLE
(KIENHOFER et al., 2017). Recentemente, evidéncias emergentes indicam que o
auto-dsDNA liberado da morte celular desempenha um papel crucial na patogénese
do LES (BAl et al., 2018).

O dsDNA de mamiferos € um hapteno imungénico capaz de ativar linfocitos B
quando combinado com um estimulo apropriado, como o fatores co-estimuladores
de T células auxiliares ou linfécitos B. Proteinas de ligagdo ao DNA derivados de
agentes patogénicos podem aumentar a imunogenicidade de auto-dsDNA,

resultando em producédo de anticorpos anti-dsDNA (BAI et al., 2018).

Uma vez que o anticorpo anti-dsDNA é produzido, ele se liga ao seu alvo, o
DNA, para formar o IC que pode circular no sangue ou ser depositado em tecidos.
Células apresentadoras de antigenos (APC) tais como células dendriticas
convencionais (DCs), macrofagos e as pDCs internalizam esses IC e secretam uma
grande quantidade de citocinas pré-inflamatérias, principalmente IFN-I. O IFN-I é
produzido por células imunes inatas na presenca de acidos nucleares virais e
bacterianos, bem como o auto-dsDNA. IFN-I promove as funcdes de células T e B
autorreativas. O IFN-I reduz significativamente o limiar de ativacao das células T e B
(CROW, 2014) prolonga a sobrevivéncia das células T ativadas e promove
desenvolvimento de células T de memadria (ELORANTA e RONNBLOM, 2016). Além
disso, o IFN-I suprime as fungBes das células T regulatérias (Treg) e aumenta
diferenciacdo de células Thl7, que resultara em uma expansdo de células T
autorreativas (ALUNNO et al.,, 2012). Em relacdo as células B, IFN-I induz a
producdo do estimulador de linfécitos B (BLyS), promovendo ativacdo e
diferenciacdo de células B através de receptores de células B, e facilita a troca de
classe de Ig para gerar autoanticorpos potencialmente patogénicos (LOPEZ et al.,
2016).
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O anti-dsDNA, desempenha um papel fundamental na internalizacdo de
complexos anti-DNA contidos através da ligagao a superficie de Fcy receptor Il
(FcyRIl) na superficie celular de APC (BAVE et al., 2003; RONNBLOM et al., 2003).
Além disso, os anticorpos anti-dsDNA também se ligam a antigenos, expressos na
membrana endotelial basal glomerular e vascular, para iniciar danos nos tecidos e
nos orgaos (D’ANDREA et al., 1996; RAZ et al., 1989). Em concluséo, os anticorpos
anti-dsDNA participam da patogénese do LES ao formar IC, assim promovendo a
absorcao celular anti-dsDNA pelas APCs que ativam a producéo de IFN-I através de

sensores de DNA (figura 1).
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Figura 1:Envolvimento do dsDNA na fisiopatologia do LES. Em pacientes com LES a limpeza dos produtos
apoptéticos é defeituosa, promovendo exposicao de antigenos préprios como o DNA de dupla fita (dsDNA), que
induz producéo de autoanticorpos. O anti-dsDNA é produzido por células B autorreativas com auxilio de células
T autorreativas. Imunocomplexos formados por anticorpo e autoantigeno ativam a producgao de interferon do tipo
I (IFN-1) por fagécitos e células dendriticas plasmocitéides (pDC). O IFN-I é um fator importante na fisiopatologia
do LES atuando em reacdes inflamatorias, lesdo tecidual, maturacdo de células dendriticas e ativagcdo de
linfocitos B (LB) e T (LT). Fonte: adaptado de BAI et al. (2018)
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1.3. Autoanticorpos no LES

O anti-SSA/Ro € um autoanticorpo cujo alvo é o sistema antigénico Ro
ribonucleoproteina (Ro RNP) que é constituido por duas subunidades, uma de 52
kDa e a outra com 60 kDa. A porcdao de 60 kDa liga-se a pequenos RNAs
citoplasmaticos conhecidos como hY-RNA. Nas células humanas, existem quatro
tipos de hY-RNA, sendo esses hY1, hY3, hY4 e hY5, variando o seu tamanho de 84
a 112 nucleopeptideos (FRANCESCHINI e CAVAZZANA, 2005). Anticorpos anti-
SSA/Ro estdo associados a doencas autoimunes como sindrome de Sjogren
primaria (presente em 96% dos casos) e secundaria (80% de sensibilidade),
presente em 60% dos casos de lUpus eritematoso cutaneo subagudo (LECS) e no
lipus neonatal em 90% dos casos. Sdo encontrados em 30 a 40% em pacientes
com LES e, quando presentes em concomitancia com anticorpos com anti-SSB/La,
0S pacientes apresentam uma forma mais branda da doenca com menos
manifestacdes renais (CONRAD et al., 2007; FRANCESCHINI e CAVAZZANA,
2005; NOVAK et al., 2017).

Anticorpos anti-SSB/La tem como alvo o antigeno SSB/La, denominado
previamente de antigeno Ha ou SjT (Sjogren’s syndrome, reference sérum TRA),
que esta localizado no nucleo e no citoplasma celular. O antigeno SjT consiste de
uma proteina fosforilada de 48 kDa que se liga a produtos da RNA polimerase |lI
resultando em alteracdo conformacional da enzima. A presenca de anti-La/SSB
também estéd associada a Sindrome de Sjogren com 40% de sensibilidade quando
testado por imunodifusdo e 70% quando a metodologia é o ensaio imunoenzimatico
(ELISA). No LES sao detectados em 7 a 45% dos pacientes, 70% no lupus neonatal
e 35% no LECS (CONRAD et al.,2007; FRANCESCHINI e CAVAZZANA, 2005;
NOVAK et al., 2017).

As pequenas ribonucleoproteinas nucleares (snRNP) formam um complexo
RNA-proteina e sdo encontradas em todas as células eucarioticas, e quando juntas
com proteinas especificas, formam o espliceossoma. O snRNP & composto por
quatro subunidades, sendo elas U1, U2, U4 e U5. O anticorpo anti-Sm é direcionado
contra sete proteinas que constituem o centro comum dessas subunidades, sendo

essas proteinas B/B’, D1, D2, D3, E, F e G. Os principais alvos sao as proteinas
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B/B’, D1 e D3. D2 € um alvo mediano e as proteinas E, F e G sdo alvos de menor
frequéncia e em condi¢des especificas. O anti-RNP reconhece as proteinas A e C
que, quando associadas a subunidade Ul, formam o U1snRNP (Figura 2)
(MIGLIORINI et al., 2005).
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Figura 2: Estrutura do UlsnRNP.. kDa, quilodalton.Sm, Smith; RNP, ribonucleoproteina.

Fonte: adaptado de MIGLIORINI et al. (2005)

Anticorpos anti-Sm sdo extremamente especificos para LES (99%), mas
apresentam pouca sensibilidade em caucasianos (5 a 15%) e em pacientes asiaticos
e afro-americanos (30 a 40%) (MIGLIORINI et al., 2005; CONRAD et al., 2007). J&
0s anticorpos anti-RNP quando encontrados na auséncia de anti-Sm e anti-dsDNA,
sdo altamente especificos e extremamente sensiveis (100%) para doenc¢a mista do
tecido conjuntivo (DMTC). Podem ser encontrados em cerca de 13 a 32% dos
pacientes com LES e em 10% dos pacientes com esclerose sistémica (CONRAD et
al., 2007). Anticorpos anti-Sm e anti-RNP geralmente estdo associados, e nos
poucos casos onde somente o anti-Sm € detectado, o anti-RNP sera detectado
durante a evolucéo da doenca. Por causa da alta especificidade do anti-Sm no LES,
este anticorpo € empregado como um dos critérios para o diagnostico da doenca
(ABARI., 2015)

Como ja citado anteriormente, o DNA também pode se tornar imunogénico
em pacientes com LES, induzindo a producdo de diferentes tipos de anticorpos
contra diferentes partes de sua estrutura. Anticorpos que reconhecem tanto dsDNA

guanto ssDNA sao direcionados para a regido da ribose. Ja aqueles que
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reconhecem apenas o dsDNA, sdo direcionados contra epitopos de desoxirribose-
fosfato, e os que reconhecem o ssDNA sé&o direcionados contra as bases purinicas e
pirimidicas (CONRAD et al., 2007)

O anticorpo anti-dsDNA é um dos biomarcadores mais encontrados no LES e
sua deteccédo varia de acordo com a gravidade das manifestacdes clinicas, sendo
superiores a 95% dos casos em pacientes com LES ativo e acometimento renal, de
50 a 70% em LES em atividade sem acometimento renal e em menos de 40% em
pacientes com LES em remissdo. O anti-dsDNA € considerado um marcador de
prognostico no LES e a presenca desse anticorpo sugere uma manifestagéo clinica
mais sistémica e grave, como, por exemplo, acometimento renal e neuroldgico
(CONRAD et al., 2007; ZEINAB et al., 2015).

Alba e colaboradores (2003), em estudo retrospectivo caso-controle,
compararam 127 pacientes com nefrite lupica e 206 pacientes com LES sem
manifestacfes renais. Foi observada uma maior frequéncia dos anticorpos anti-

dsDNA, anti-RNP, anti-Sm e anti-SSB/La em pacientes com nefrite lUpica.

Os anticorpos anti-dsDNA podem causar danos renais ligando-se diretamente
ao DNA presente nos tecidos ou ligando-se, de modo cruzado, com antigenos néo-
DNA como a alfa-actina ou alfa-enolase (SEREDKINA et al., 2013). Anticorpos que
reconhecem polissacarideos bacterianos possuem a estrutura semelhante a do anti-
dsDNA. Estudos demonstraram que o anti-dsDNA tem a capacidade de proteger
camundongos contra infec¢des bacterianas (DEGIORGIO et al., 2001; LEFKOWITH
et al., 1996; ZEINAB et al., 2015).

Flechsig e colaboradores (2017) investigaram, em pacientes com LES, o valor
clinico dos anticorpos anti-Sm no diagnostico, monitoramento e capacidade de
prever o surto da doenca comparando-o com o anti-dsDNA e os niveis de C3. Nesse
estudo participaram 232 pacientes com LES e 400 doadores saudaveis, sendo
observado que 14,8% dos pacientes com anti-dsDNA negativo apresentavam
positividade para anti-Sm e mais de 50% dos pacientes com anti-dsDNA positivo
eram também anti-Sm positivos. Apesar de nao ter havido associacdo do anti-
dsDNA com a atividade do LES, houve associacdo entre os niveis de anti-Sm e a

proteinuria.
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1.4 Tratamento

O tratamento medicamentoso do LES pode variar bastante de acordo com o
quadro clinico do paciente. O local e o grau de acometimento séo fatores que devem
ser levados em consideracdo na escolha da terapia. Diante do comprometimento de
varios sistemas, o tratamento devera ser orientado para 0 comprometimento mais
grave (BORBA et al., 2008).

Os glicocorticoides séo os farmacos mais utilizados no tratamento do LES. No
entanto, devido aos efeitos colaterais, os glicocorticoides devem ser utilizados na
menor dose efetiva para o controle da atividade da doenca e, assim que possivel,
deve realizar a reducao gradual de sua dose (BORBA et al., 2008). As doses diarias
variam de acordo a gravidade do caso. Sendo a predinisona o glicocorticoide padréo

via oral, as doses podem ser divididas em (KIROU et al.,2007):

o Dose baixa: 0,125 mg/kg/dia;
. Dose moderada: 0,125-0,5 mg/kg/dia
o Dose alta: 0,6-1 mg/kg/dia

o Dose muito alta: 1-2 mg/kg/dia

Em pacientes que ndo conseguem atingir a dose de manutencdo de
glicocorticoides menor ou igual a 7,5 mg/dia, € indicada a associacdo de outras
drogas para poupar o seu uso e consequente efeitos colaterais. Desta forma, varios
outros medicamentos com atividade imunossupressora podem ser associados ao

uso dos glicocorticoides.

Os antimalaricos séo indicados com a finalidade de poupar o0s
glicocorticoides, sendo a cloroquina e a hidroxicloriquina preferencialmente utilizadas
(MEINAO et al., 1996). Os antimalaricos agem aumentando a expresséo de Foxp3 e
diminui a secrecdo de IL-17 (AN et al., 2017), mas sabe-se também que reduz a
possibilidade de ativacdo da doenca (CANADIAN HYDROXYCHLOROQUINE
STUDY GROUP, 1991) e melhora o perfil lipidico (BORBA et al., 2001; SACHET et
al., 2007).
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A azatioprina € um analogo sintético de purina, sendo estruturalmente similar
a guanina e a adenina. Tem a funcdo de suprimir células T e a producdo de
anticorpos por células B. A azatioprina tem meia vida curta, cerca de 3 horas, mas
0s metabolitos permanecem ativos extensivamente permitindo que seja administrada
a cada 12 ou 24 horas (BRESSAN et al., 2010). Por causa de sua acédo
imunossupressora a azatioprina também ¢é utilizada para poupar o uso de altas
doses de glicocorticoides (BORBA et al., 2008).

O micofenolato de mofetila € uma droga imunossupressora utilizada em
transplante de o6rgdos e é utlizada no tratamento de doencas autoimunes
(SUEHIRO et al., 2004). O micofenolato de mofetila € um agente antiproliferativo
seletivo para linfécitos, atua inibindo a inosina monofosfato desidrogenase, uma

enzima chave para a sintese de purina de novo (LUI et al., 2002).

1.5. TNF e LES

O TNF-a e o TNF-B s&o citocinas com fungbes imunorregulatorias
semelhantes, ligando-se aos mesmos receptores. O TNF-a €& produzido
principalmente por macrofagos ativados, mas é liberado também por LB, T e células
natural killers (NK). J& o TNF- & produzido principalmente por células T (AHMED et
al., 2014).

O TNF-a é encontrado na forma soluvel quando ha ativagcdo de células
dendriticas e macréfagos, e como um trimero quando ligado a superficie celular.
Ambas as formas contribuem para o desenvolvimento de o6rgdos linfoides
secundarios, como linfonodos e placas de Peyer. O TNF-a induz o crescimento de
LB e a producdo de interleucina (IL)1 e IL-6. Estudos demonstraram que esta
citocina tem a capacidade de aumentar a proliferacdo de LT pela ativacao do fator
nuclear kappa B (NF-kB) e aumenta a produgdo de IFN-y (POSTAL e
APPENZELLER, 2011). O TNF-a pode se ligar a dois tipos de receptores, o receptor
1 de TNF (TNFR1) e o receptor 2 de TNF (TNFR2), que estdo presentes em uma
grande variedade de células. Quando o TNF-a se liga ao TNFR1, pode haver dois

desfechos diferentes, sendo um deles a apoptose da célula e o outro a ativagao por
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NF-kB (POSTAL e APPENZELLER, 2011; ZHU et al., 2007). A figura 3 demonstra as

funcdes desempenhadas pelo TNF.
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Figura 3: Acgdes regulatorias do fator de necrose tumoral (TNF-a). IL-1, interleucina 1; IL-6, interleucina 6;
Ag, antigeno; TNF, fator de necrose tumoral. Fonte: adaptado de POSTAL e APPENZELLER (2011).

O TNFR2 nédo possui um dominio de morte, entdo o Fator 2 Associado ao
Receptor de TNF (TRAF-2) liga-se diretamente ao receptor. Quando ligado ao
TRAF-2 ativa o NF-kB, promovendo sobrevivéncia, proliferacdo celular e resposta
inflamatodria. Assim, o TNFR1 pode promover tanto acdo apodptotica ou nao-
apoptotica, ja o TNFR2 sO estad envolvido no efeito ndo-apoptotico (POSTAL e
APPENZELLER, 2011).

Além dos efeitos pro-inflamatorios o TNF-a pode levar a hiporresponsividade

de LT e expressdo de moléculas antiapoptdticas quando a exposicdo a ele é



26

constante e prolongada. Pode inibir LT autorreativos por selecdo negativa dos
receptores de LT e induzindo apoptose nessas células, ocorréncia importante para a
manutencdo da homeostase imunologica. A apoptose pode ser inibida quando ha a
ativacdo do NF-kB, uma vez que podem ser produzidas por esta via moléculas que

inibem a apoptose mediada pela molécula Faz (ZHU et al., 2007).

O TNF-B, também conhecido como linfotoxina alfa (LTA), tem acbes
semelhantes ao TNF-a e também pode se ligar aos receptores TNFR1 e TNFR2. O
TNF-B € uma citocina produzida principalmente por linfocitos B e T ativados. E um
potente mediador da resposta imune e inflamatoria e esta envolvido na regulacdo de
varios processos biologicos, tais como, proliferacdo celular, diferenciacao celular,

apoptose, coagulacéo e neurotranmissao (LADDHA et al., 2013).

1.6. Polimorfismo do TNF-B8 +252 G>A (rs909253)

MutacBes podem ocorrer no DNA e acarretar alteracdes nas suas funcoes. A
mudanca mais simples que pode ocorrer é o polimorfismo de um nucleotideo. E
possivel outros tipos de mutacdes como delecdes e inser¢cdes de um ou mais

nucleotideos, como também insercdo de multiplas sequencias repetidas.

Define-se polimorfismo genético como a presenca de um alelo variante que
existe na forma estavel na populacdo em uma frequéncia que ndo pode ser
explicada por novas mutacfes (>1%). O tipo mais frequente de polimorfismo é o
SNP. O SNP pode ocorrer aproximadamente a cada 300 ou 500 bases do DNA

humano.

Quando o SNP ocorre dentro de uma regido codificadora, o alelo variante
pode levar a troca do cédon, ocorrendo a substituicdo do aminoacido normal por um
aminoacido diferente, traduzindo em uma proteina funcionalmente alterada.
Comumente os SNPs ocorrem em regides néo codificadoras, podendo alterar a
afinidade de ligacédo dos fatores de transcricdo, alterando a taxa de transcricdo do
gene e consequentemente modificando os niveis da proteina resultante (HOLMES et
al., 2003). Previamente acreditava-se que mutacdes nas regides intronicas nao

teriam importancia bioldgica. No entanto, atualmente, reconhece-se que séo regides
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importantes na regulacdo génica e polimorfismos nessas regides podem afetar a
regulacdo dos genes, principalmente quando estes polimorfismos ocorrem préximos
a fronteiras entre intron e éxon (WATERER e WUNDERINK, 2003).

O gene TNF-B8 contem 4 exons que codificam um transcrito primario de 2038
nucleotideos. O TNF- € uma proteina de 171 aminoacidos e é secretado como um
polipeptideo soltuvel, que pode formar heterotrimeros com a linfotoxina beta, que
estardo ancorados na superficie celular (LADDHA et al., 2013). Um SNP localizado
na posicado +252 do primeiro intron do gene do TNF-8 (rs909253) consiste na troca
de uma guanina (alelo mais frequente) por uma adenina (alelo menos frequente)
(MESSER et al., 1991). Esse polimorfismo pode ser identificado pelo método de
polimorfismo no comprimento do fragmento de restricdo (RFLP) bialélico nas
posicdes 1064 a 1069 do gene pela digestdo com a enzima de restricdo Ncol, que é
extraida de Nocardia corallina. Podem ser identificados 2 alelos sendo o alelo B1
que possui a guanina na posicdo + 252 e o alelo B2 quando h& presenca da adenina
(MESSER et al.,, 1991; MAJETSCHAK et al.,, 2002; BIJL et al., 2001). Este
polimorfismo tem sido associado a diversas doencas autoimunes, tais como LES
(GUIMARAES et al., 2017), esclerose multipla (KALLAUR et al., 2014b), AR
(PANOULA et al., 2008) e sindrome de Sjogren primaria (BOLSTAD et al., 2012).

Com o polimorfismo do TNF-B +252 G>A, dois alelos séo identificados, o alelo
Bl (G) e o B2 (A), podendo afetar tanto os niveis plasméticos de TNF- como
também os niveis plasmaticos de TNF- a. O alelo B1 esta associado com o aumento
da expressdo de TNF- B enquanto o alelo B2 estd associado a diminuicdo desta
citocina (MESSER et al., 1991). Também tem sido demonstrado que o alelo B2 em
homozigose estd associado com aumento na producdo de TNF-a quando
comparado ao genoétipo heterozigoto ou com o alelo Bl em homozigose
(MAJETSCHAK et al., 1999).

Um estudo na populacdo alema incluiu 173 pacientes com LES e 192
individuos controle e avaliou a frequéncia dos alelos do TNFB +252 G>A e dos
haplotipos HLA-TNFB. Foi demonstrada maior frequéncia do alelo B1 em pacientes
com LES quando comparados aos controles (63,6% vs 47,1%, respectivamente),
enquanto que a frequéncia do alelo B2 nao diferiu entre os grupos. No entanto, a
frequéncia do alelo B1 estava aumentada apenas na presenca de outros alelos que
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fazem parte do haplétipo Al, Cw7, B8, TNFB*1, C4A, DE, DR3 e DQ2.
(BETTINOTTI et al., 1993).

Kim e colaboradores (1996) demonstraram forte associacdo da nefrite lUpica
com o alelo B2 em homozigose (RR=3,4, p<0,00001) em pacientes coreanos.
Pacientes que tinham o alelo B2, apresentavam baixa producdo de TNF-B. A
presenca do alelo B1 era mais predominante na populagdo controle quando
comparada com o alelo B2. Neste trabalho, ndo foi observado diferencas na
distribuicdo dos alelos em pacientes com LES. Mas foi demonstrado que além do
alelo B2 em homozigose estar associado a nefrite IUpica, a presenca do alelo B1
promovia acao protetora.

Em um estudo na populacédo coreana, Lee e colaboradores (1997) analisaram
60 pacientes com LES e 38 individuos controles. O objetivo deste estudo foi avaliar
a producdo periférica de TNF-a por células mononucleares e associar com o
polimorfismo do TNF-B8 em pacientes com LES. Neste ensaio, LT e células
mononucleares foram estimuladas por fitohemaglutinina (PHA) a produzirem TNF-a
e constatou-se que o0s pacientes com LES tinham a tendéncia de secretar menos
TNF-a quando comparados aos individuos controles. Pacientes com nefrite lUpica
apresentavam menores niveis de TNF-a e TNF-f quando comparados com os
pacientes que nado tinham nefrite. Pacientes que tinham o alelo B2 em homozigose
apresentavam menores niveis de TNF-B, quando comparados com aqueles que
tinham o alelo B1 em homozigose. Esses resultados sugerem que o alelo B2 em

homozigose esta associado com baixa producéo de TNF-B.

Parks e colaboradores (2004) examinaram, em pacientes IUpicos caucasianos
e afro-americanos, a associacdo do polimorfismo do gene TNF-a -308 G/A
(rs1800629), -238 G/A (rs361525) e do TNF-B +252 G/A (rs909253) com HLA-DR3 e
DR2 e polimorfismo da IL-1a (-889C/T). Foi encontrado que os alelos B2 do TNF-8
+252 sdo mais comuns em pacientes caucasianos do que em pacientes afro-
americanos. Neste estudo nao foi encontrada associacao entre o polimorfismo do
TNF-B8 +252 G/A com a suscetibilidade ao LES em pacientes caucasianos e afro-

americanos.

Ahmed e colaboradores (2014) investigaram na populacéo egipcia (LES=100

e controles saudaveis= 100) a associa¢gdo do polimorfismo do TNF-a -308G/A e do
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polimorfismo do TNF-8 +252 com a suscetibilidade ao LES. Foi demonstrado que
pacientes portadores dos genotipos GA+AA do TNF-a tinham maior suscetibilidade
para o desenvolvimento de serosites (OR: 3,36, 1C95% 1,15-9,83), Ulceras orais
(OR: 6,83, IC95% 32,89), artrites (OR: 3,86, IC95% 1,53-9,83), rash malar (OR: 2,87
IC95% 1,05-7,86), e SLEDAI =8 (doenga ativa) quando comparados com o genotipo
GG. Foi encontrado também que pacientes que carregavam 0s genotipos GA+GG
do TNF-8 eram mais suscetiveis a artrites (OR: 2,54 IC95% 1,06-6,08) e tinham
SLEDAI mais alto do que aqueles que carregavam o genoétipo GG. Os resultados
sugeriam associacao entre o polimorfismo genético do TNF-a -308 e do TNF- +252

com a suscetibilidade do LES na populagéo egipcia.

Em 2005, um estudo realizado na populacdo japonesa avaliou a associacao
do polimorfismo do TNF-8 +252 com LES em 53 pacientes e 111 individuos
controles. Anticorpos anti-Sm, anti-URNP, anti-SSA/Ro, anti-SSB/La e anti-dsDNA
também foram avaliados. No grupo LES, 73,8% dos pacientes apresentaram
positividade para anti-dsDNA, 36% para anti-URNP, 8,2% para anti-Sm, 36,1% para
anti-SSA/Ro e 4,9% para anti-SSB/La. o genoétipo B2/B2 foi associado a
susceptibilidade ao LES (OR de 2,333, IC 95% 1,194-4,559). Nenhuma associa¢éo
foi observada entre os autoanticorpos e os alelos do TNF-B. O estudo sugere que 0
alelo B2 pode exercer um papel importante na patogéneses do LES (TAKEUCHI et
al., 2005).

Santos e colaboradores (2012) avaliaram na populacdo portuguesa a
associacao entre os polimorfismos do TNF-a -308A/G e do TNF-B8 +252 G>A com a
suscetibilidade ao LES. Foi avaliada, também, a associacdo entre manifestacoes
clinicas da doenca e os gendtipos. Nao foi encontrada diferenca significativa na
frequéncia genotipica ou alélica do TNF-a -308A/G entre os pacientes com LES e os
individuos controles. A presenca de nefrite lupica (OR: 2,84, IC95% 1,14-7,03) e de
anticorpos anti-Sm (OR:3,11, 1C95% 1,08-8,94) foram significativamente mais
prevalentes em pacientes que possuiam o alelo A do gene do TNF-a -308. Também
nenhuma associacao foi verificada entre o polimorfismo do TNF-8 e a suscetibilidade
ao LES ou a presenca de autoanticorpos. No entanto, pacientes que tinham o alelo
G do TNF-B +252 apresentaram maior ocorréncia de nefrite lupica (OR: 2,90, IC95%
1,12-7,54). Os autores sugerem que o0s polimorfismos estudados ndo tém
associacdo com a suscetibilidade ao LES.
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Uma metanalise reuniu um total de 19 estudos (13 estudos envolvendo 1346
pacientes com LES e 1951 controles, 6 estudos envolvendo 1079 pacientes com AR
e 1057 controles) e investigou a associacdo do polimorfismo do TNF-8 +252 G>A
com a suscetibilidade ao LES na populacdo asiatica. Neste estudo foi demonstrado
qgue o alelo B2, em modelo aditivo, estava associado ao LES (OR: 1,63, IC95% 1,01-
2,65). O alelo B2 quando estratificado por etnia acarretava aumento do risco a LES
em pacientes asiaticos (OR: 1,91, IC95% 1,44-2,53) (ZHANG et al., 2015).

Umare e colaboradores (2017) investigaram o impacto dos SNPs do TNF-a -
238G/A; -308G/A e TNF-8 +252 G>A em pacientes indianos com LES. O estudo
consistia 200 pacientes com LES e 201 individuos saudaveis. Foram analisados os
niveis de TNF-a e TNF-B, anticorpos antinucleares (ANA), anti-dsDNA, C3 e C4,
proteina C reativa (PCR), anticorpos anti-URNP, anti-Sm, anti-SSA/Ro, anti-SSB/La,
anti-Scl70, anti-PM-Scl, anti-Jo-1, anti-CENP-B, anti-PCNA, antinucleossoma, anti-
histona, antiproteinas ribossomais e anti-AMA-M2. Foi encontrado que as
frequéncias de TNF-a -308A (OR = 2,3, 1C95%: 1,5-3,5, p=0,0001) e TNF-8 + 252G
(OR =2,11C95%: 1,5-3,1, p<0,0001) foram significativamente maiores em pacientes
com LES. O haplétipo - AGG foi encontrado com maior frequéncia nos pacientes do
que nos controles (OR = 12,2, 1C95%: 2,1-133,3, p=0,0050). Pacientes com
gendtipos G/A + A/A do TNF-a -308 tinham maiores niveis de TNF-a, quando
comparados a pacientes com o genotipo -308G/G (p<0,0001). Pacientes que tinha
genodtipos A/G + G/G do TNF-8 +252, tinham maiores niveis de TNF-B, quando
comparados com 0s pacientes que tinha o gendtipo A/A. Os gendtipos G/A + A/A do
TNF-a -308 e A/G + G/G do TNF-8 +252 foram significativamente associados a
distarbios renais e manifestacbes hematoldgicas. Pacientes, com LES, com
genodtipos do G/A+A/A TNF-a -308 apresentaram maior prevaléncia de anticorpos
anti-dsDNA (OR=2,7, 1C95%:1,2-61, p=0,0131) e anticorpos anti-Sm (OR=3,6,
IC95%: 1,2-10,2 , p=0,0002). Os autores sugeriram que os polimorfismos do TNF-a -
308A e TNF-B +252G podem ser alelos de risco para susceptibilidade da doenca.
Sa0 associados a niveis séricos mais elevados de TNF-a e TNF-B e caracteristicas

clinicas discretas concomitantes entre os pacientes indianos com LES.

Guimaraes e colaboradores (2017) avaliaram os niveis e perfis de citocinas
pro- inflamatérias, Thl, Th2, Thl7 e Treg, em 200 pacientes com LES e 196
individuos saudaveis, e sua associacdo com o polimorfismo do TNF-B +252 G>A. Os



31

niveis de IL-6, IL-12, IL-17, IL-10 e IFN-y foram significativamente maiores em
pacientes com LES, enquanto niveis de IL-4 eram menores nesses pacientes. Os
perfis Th1/Th2 e Th1+Th17/Th2 foram significativamente maiores em pacientes com
LES quando comparado aos individuos controle. O gendétipo B1/B1 foi associado ao
aumento de IL-17 e da razdo Th17/Th2. O gendétipo B1/B2 foi associado de maiores

niveis de IL-4 e IFN-y.
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2. Justificativa

Embora varios estudos tenham avaliado o papel do polimorfismo do TNF-8
+252 G>A na susceptibiidade ao LES os resultados ainda sado bastante
contraditorios. Poucos estudos avaliaram a associacdo deste polimorfismo com a
atividade da doenca e a presenca de autoanticorpos. Este estudo podera contribuir
para o melhor entendimento do envolvimento do polimorfismo do gene do TNF-8 +
252 G>A na fisiopatologia da doenca assim como para propor novos biomarcadores

para prognéstico e diagndstico e alvos terapéuticos.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

- Avaliar a associacdo entre o polimorfismo do TNF-B +252 G>A (rs909253) com a
suscetibilidade do LES, niveis plasmaticos de TNF-a e a presenc¢a de autoanticorpos

em pacientes com doenca ativa.

3.2. Objetivos Especificos

- Determinar a frequéncia do polimorfismo genético do TNF-B8 +252 G/A em

pacientes com LES e em individuos controle.

- Avaliar a associacao entre o polimorfismo genético do TNF-B8 +252 G/A e a

suscetibilidade ao LES

- Avaliar a associacgao entre o polimorfismo genético do TNF- +252 G/A e os niveis

plasméticos de TNF-a e séricos de autoanticorpos.

- Avaliar a associacao entre o polimorfismo genético do TNF-B +252 G/A e a

atividade da doenca avaliada pelo SLEDAI.

- Verificar quais fatores estéo associados a atividade da doenga de acordo com os

genotipos e a presenca de autoanticorpos
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4. Sujeitos e Métodos

4.1. Populacéo, Amostra e Delineamento

Este é um estudo caso-controle onde foram selecionados 421 individuos para
participar neste estudo caso-controle: 195 pacientes com LES atendidos no
Ambulatério de Reumatologia do Ambulatério de Especialidades do Hospital
Universitario (AEHU) da Universidade Estadual de Londrina (UEL) e 226 voluntarios
controles do Hospital Universitario da UEL. O LES foi diagnosticado utilizando-se os
critérios revisados do American College of Reumatology (ACR) (HOCHBERG, 1997).
A atividade da doenca foi determinada utilizando-se o0 escore SLEDAI
(BOMBARDIER et al., 1992).

Pacientes com SLEDAI =6 foram classificados com doencga ativa (LOZOVOY
et al., 2011). Nefrite foi diagnosticada com embasamento na proteinuria (=0,5g/24h),
e/ou hematuria, ou achado patolégico no sedimento urinario com ou sem aumento
da creatinina (SUI et al., 2013). No entanto, nenhum paciente apresentava nefrite

lGpica em atividade.

Os participantes do estudo ndo apresentavam doencgas cardiacas, renais,
tireoidianas, hepéticas, gastrointestinais, oncol6gicas ou outras doenca autoimunes,

nenhuma evidencia clinica de infec¢ao e ndo recebiam terapia hormonal.

4.2. Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UEL (CAAE= 0186512.0.0000.5231).

A pesquisa foi conduzida conforme todas as normas estabelecidas de
experimentos em humanos e um termo de consentimento livre esclarecido (TCLE)

foi obtido de todos os individuos incluidos no estudo (Apéndices 1 e 2). Todos os



35

procedimentos obrigatérios de salude e de seguranca de laboratério foram

cumpridos.

4.3. Dados Demograficos, Clinicos e Epidemioldgicos

Os dados sobre o histérico médico foram obtidos na avaliagdo clinica
realizada por médicos reumatologistas. Informacdes como duracdo da doenca,
utilizacdo de medicamentos, anti-inflamatérios ndo esteroides, corticosteroides,
antimalaricos, contraceptivos orais, medicamentos anti-hipertensivos foram

registrados para cada paciente.

4.4. Medidas Antropomeétricas

O peso corporal foi avaliado com aproximacdo de 0,1 kg utilizando uma
balanca eletrénica e com os individuos utilizando roupas leves e sem sapatos, no
periodo da manha. A altura foi medida com precisdo de 0,1 cm, utilizando-se um
estadibmetro. O IMC foi calculado com peso (kg) dividido pela altura (m) ao

quadrado.

4.5. Exames Laboratoriais

Amostras de sangue periférico foram obtidas dos individuos participantes do
projeto, por puncao venosa, com tubos de coleta a vacuo, sem e com anticoagulante
acido etilenodiaminotetracético (EDTA). Os leucécitos foram separados por
centrifugacdo a 2.000 rotagcdes por minuto (r.p.m.) durante dez minutos a
temperatura ambiente e o buffy-coat foi congelado e mantido em freezer -20° C até o

momento do processamento.
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O plasma e o soro foram aliquotados, congelados e mantidos em freezer a -
80°C até o momento do processamento. Todas as amostras foram identificadas em

ordem numérica sequencial.

4.6. Avaliacado do Polimorfismo Genético do TNF-B +252 A/G

4.6.1 Extracdo do DNA

O DNA gendmico foi extraido com kit de extracdo de DNA com coluna de
resina (Biopur, eBiometrix Diagndstica, Curitiba, Parand) de acordo com instrucdes
do fabricante, com algumas modificacdes, como o volume de buffy-coat utilizado
(200pL) e a temperatura do tampao de eluigdo (70°C). A presenca e integridade do
DNA extraido foram avaliadas por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%
(Barker,2002), aplicando-se entdo 5puL da amostra de DNA extraido e 5uL do
corante xileno cianol. A eletroforese foi realizada a 100 V, em tampao Tris-Acetato-
EDTA (TAE) 1x (Gibco™, Invitrogen Corporation, Life Technologies, Carisbad, CA,
USA). ApoOs realizada corrida de 45-60 minutos, o gel foi submerso em uma cuba
com tampdo TAE 1x (Gibco™, Invitrogen Corporation, Life Technologies, Carisbad,
CA, USA) contendo brometo de etidio (20mg/ml) por 20 minutos e revelado por
transiluminador de UV (Vilber Lourmat™, Marne-la-Vallée, France). Foi incluido um
controle de DNA de concentracdo de aproximadamente 100 ng/uL em cada

eletroforese realizada para analise comparativa com o DNA das amostras do estudo.

4.6.2 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Um fragmento de 782 pares de base (pb) do gene do TNF-3 foi amplificado de
acordo com dados descritos na literatura (DELONGUI et al., 2011; MAJETSCHAK. et
al., 2002; MAJETSCHAK et al., 1999) com algumas modificacbes. Os iniciadores
(primers) foram desenhados de acordo com GenBank nuamero X02911
(MAJETSCHAK et al., 1999). O primer 1 (TNFB1 sense) € formado pela sequéncia 5’
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CCG TGC TTC GTG CTT TGG GAC TA 3’ e o primer 2 (TNFB2 antisense) pela
sequéncia 5 AGA GGG GTG GAT GCT TGG GTT TC 3’ (Invitrogen™, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). A reacao foi realizada em um volume final de
25uL, contendo 2,5mM de cada primer, 50mM de MgCl;, 1,25mM de dNTP
(Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 1,25U da enzima DNA
polimerase recombinante diluida em tamp&o (Invitrogen™, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), e 2uL da amostra de DNA. A amplificacdo foi realizada em
termociclador PCR Sprint-Thermo Hybaid® (Biosystems, Barcelona, Espanha), com
um ciclo de desnaturacéo inicial de 5 minutos a 94°C, seguido por 37 ciclos de 45
segundos a 94°C para desnaturacdo, 45 segundos a 67°C para anelamento e 45
segundos a 72°C para extensdo e 10 minutos a 72°C para a extensdo final. Foi
utilizado um controle negativo, que ndo tinha amostra de DNA, e um positivo em
cada bateria de PCR. A amplificacdo do gene do TNF-B foi avaliada por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1%, utilizando um marcador ladder de 100 pb
(Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), corado com brometo de etidio
e visualizado com a presenga de UV pelo sistema L-PIX HE (Loccus Biotecnology,

Cotia, Brasil).

4.6.3 Polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP)

O produto final da PCR foi submetido a digestdo pela enzima Ncol
recombinante (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). 10 pyL do produto
de PCR foram completamente digeridos com 0,3 pL de enzima Ncol 10 U/uL por 4
horas a 37°C. Os fragmentos provenientes da digestdo foram analisados pelo
método de RFLP em eletroforese com gel de agarose a 3%, 70 V por 70 minutos.
Depois da corrida, o gel foi corado com brometo de etidio, conforme dados descritos
na literatura (DELONGUI et al., 2011; MAJETSCHAK et al., 2002; MAJETSCHAK et
al., 1999). O alelo TNFB1 apresenta dois fragmentos sendo um deles contendo 196
bp e o outro de 586 bp (presenca do sitio de restricdo em ambos os alelos). O alelo
TNFB2 resulta em apenas um fragmento de 782 bp (auséncia do sitio de restricdo

em ambos os alelos). O gendtipo heterozigoto TNFB1/TNFB2 resulta em 3
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fragmentos, com 782 bp, 586 bp e 196 bp. As imagens foram capturadas e

armazenadas pelo sistema L-PIX HE (Loccus, Biotecnology, Cotia, Brasil).

4.7 Dosagem dos Niveis Plasmaticos de TNF-a

Os niveis plasmaticos de TNF-a foram avaliados pelo método de
enzimaimunoensaio (ELISA) quantitativo, utilizando-se reagentes do Kit Human
TNF-a (eBioscience™, San Diego, CA, USA). Os resultados foram expressos em

pg/mL.

4.8 Pesquisa de Autoanticorpos

A pesquisa de anticorpos antinuclares (ANA) foi realizada por
imunofluorescéncia indireta (IFl), utilizando células HEp2 como substrato (IFI-ANA-
HEp2-1gG, VIRO-IMMUN LaborDiagnostika, GmbH, Oberursel, Alemanha) e foi
considerado positivo quando ANA =1/80.. Anticorpos anti-dsDNA, anti-SSA/Ro, anti-
SSB/La, anti-Sm e anti-URNP foram determinados utilizando eELISA, (Orgentec
Diagnostika, GmbH, Alemanha). Os resultados foram considerados positivos quando

superiores a 20Ul/mL.

Todos os resultados positivos para anti-dsDNA no teste de ELISA foram
confirmados por IFI com Crithidia lucillae como substrato e os resultados foram

considerados positivos quando os titulos foram iguais ou superiores a 1/10.

4.9 Dosagem de C3 e C4

Os niveis séricos de C3 e C4 foram mensurados pela metodologia de
turbidimetria automatizada no equipamento C8000 (Architect, Abbott Laboratory,
Abbott Park IL, USA).
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Valores de referéncia de C3:

e Feminino: 83 a 193 mg/dL
e Masculino: 82 a 185 mg/dL

Valores de referéncia de C4:

e Feminino: 15 a 57 mg/dL
e Masculino: 15 a 53 mg/dL

4.10 Analise Estatistica

Foram utilizadas analises de tabelas de contingéncia (teste x2) para verificar
as associacoes entre varidveis categoricas e grupos de diagndéstico.

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade da
distribuicdo dos dados. A transformacéo logaritmica (Ln) de dados continuos foi
utilizada nas andlises quando as variaveis ndo foram normalmente distribuidas ou
gquando houve heterogeneidade de variancia (conforme avaliado com o teste
Levene). Para avaliar diferengas em variaveis continuas entre grupos foi utilizado o
teste de analises de variancia (ANOVAS).

e os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (+SEM). As
variaveis categoricas avaliadas pelo teste de qui-quadrado ou Exato de Fisher,
conforme apropriado e os dados foram expressos como numero absoluto (n) e
porcentagem (%). A associacao entre biomarcadores e LES foi avaliada usando
analise de regressao logistica binaria controlada para covariaveis que poderiam
confundir a associacdo de interesse. Para delinear quais variaveis clinicas e
demograficas e quais os anticorpos contribuiram para a atividade da doenca, foram
realizadas 3 regressoes logisticas binarias automaticas diferentes (1 # positivo anti-
DNA, 2 # positivo anti-Sm e 3 # positivo anti-DNA/anti-Sm) de acordo com o
polimorfismo do TNF-B +252 A> G. Todas as analises estatisticas foram realizadas
utilizando o IBM SPSS windows versao 24. Os testes foram bicaudais e um nivel alfa
de 0,05 indica resultados estatisticamente significativos.
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5. Resultados

Os resultados obtidos nesta dissertacdo foram apresentados e discutidos em
um artigo cientifico intitulado: “TNF-B +252 G>A (rs909253) POLYMORPHISM IS
ASSOCIATED WITH AUTOANTIBODIES IN PATIENTS WITH ACTIVE SYSTEMIC
LUPUS ERYTHEMATOSUS” que foi submetido a ao periddico Clinical and
Experimental Medicine com fator de impacto de 2.787 (Qualis A2).
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ABSTRACT

TNF-B +252 G>A (rs909253) polymorphism has been associated with a risk of
development of Systemic Lupus Erythematosus (SLE) and change in TNF-a plasma
levels. The aim of the present study was to evaluate the association between the
TNF-B +252 G>A polymorphism with the susceptibility for SLE, TNF-a levels, and
presence of autoantibodies in patients with active SLE. This cross-sectional study
included 195 patients with SLE and 226 controls. The polymorphism was studied by
using polymerase chain reaction-restriction fragment length (PCR-RFLP). Active
disease was categorized when SLEDAI =26. Serum TNF-a levels and autoantibodies
were determined by enzyme linked immunosorbent assay. No differences were
observed among patients and controls in allele frequency and genotype distribution
when evaluated in an additive as well as in a dominant model. Patients with B2/B2
genotype showed higher TNF-a levels (p=0.040). However, after correction to age,
sex, BMI, treatment and disease activity, TNF-a levels did not remain associated with
this genotype. Only patients carrying B2/B2 genotype with active disease showed
higher levels of anti-dsDNA and anti-Smith and low levels of C3. Moreover, patients
with B2/B2 genotype showed an increase adds to have active disease with the
presence of anti-dsDNA (OR: 4,50, 95%CI: 1.61-12.54, p=0.004), anti-Smith (OR:
16.87, 95%CI: 1.97-44.38, p=0.010) or both (OR: 12.23, 95%CI: 1.40-46.86,
p=0.024). In conclusion, TNF-B +252 G>A polymorphism was not associated with
SLE susceptibility, disease activity, plasma TNF-a levels and autoantibodies levels in
Brazilian patients. However, the interaction between active disease and B2/B2
genotype are associated with presence of autoantibodies.

Keywords: Systemic lupus erythematosus, autoantibodies, active disease, TNF-B
+252 A>G polymorphism, (rs909253)
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INTRODUCTION

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease characterized
by autoantibody production and immune complex formation leading to intense
inflammation and multiple organ damage [1].

Two meta-analyses identified many linked regions that may harbor the SLE
susceptibility genes, and demonstrated significant linkages in the intervals of 6p21-
6p22 and SLE [2,3]. Moreover, this region where HLA genes are located contains not
only the HLA class |, Il and lll genes, but also the genes that encode complement
components (C4), tumor necrosis factor (TNF)-a and TNF-B (also known as
lymphotoxin-a) [4]. Several studies suggest that HLA-DR molecules may have an
increased association with the production and specificity of autoantibodies rather
than with the disease itself [5-7]. Moreover, HLA-DR3 showed a strong linkage
disequilibrium with TNF-B polymorphism [8].

TNF-B polymorphism (rs909253) at the position +252 within the first intron,
consisting of a guanine base, characterizes the Bl allele, whereas an adenine base
characterizes the B2 allele +252 G>A. This single nucleotide polymorphism (SNP)
that has been associated with changes in TNF-a plasma levels [9] and with failure to
regulate TNF-a synthesis, at sites of immunological injury, leads to chronic activation
of innate immune cells and chronic inflammatory responses [10] that potentially lead
to tissue damage [11]. In addition, this SNP has been associated with a risk of
development of several autoimmune diseases, such as rheumatoid arthritis [12],
multiple sclerosis [13], scleroderma [14], and primary Sjogren’s syndrome [15], and
SLE [16]. The role of this polymorphism on the SLE susceptibility has been
extensively investigated, although published studies provided controversial results;
while some studies revealed association with SLE [8, 16-18], in others this
association was not found [19, 20].

The relationship between the presence of SNP with SLE disease activity
[16,19], TNF-a levels [19], and autoantibodies [18-20] has been studied, however the
results have been controversial. Recently, we demonstrated that B1/B1 genotype is
accompanied by increased IL-17 and Th17/Th2 ratio, while B1/B2 genotype is
accompanied by higher IL-4 and IFNy values [21]. Thus, the hypothesis the present
study is that B2 allele could be associated with disease activity and autoantibodies
production.
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Therefore, the aim of the present study was to evaluate the association
between the TNF-8 +252 G>A polymorphism with the susceptibility for SLE, TNF-a

levels, and presence of autoantibodies in patients with active SLE.

SUBJECTS AND METHODS

This cross-sectional study included 195 patients with SLE and 226 subjects
(control group) with no family history of autoimmune disease and from the same
geographic area. The patients were recruited at the Rheumatology Ambulatory of the
University Hospital of Londrina, Parana, Brazil. SLE was diagnosed using the
American College of Rheumatology (ACR) criteria (1997) and the disease activity
was determined using SLE Disease Activity Index (SLEDAI) score [22]. Patients with
SLEDAI =6 were classified as having active disease [23]. History of nephritis was
diagnosed based on the presence of proteinuria (20.5g/24h), and/or hematuria, or
pathological findings in the urine sediment, with or without increases in creatinine

levels [24]. None patient had active lupus nephritis.

Information about lifestyle and medical history were obtained at clinical
evaluation. None of the participants in the study presented heart, renal, thyroid,
hepatic, gastrointestinal, oncological or other autoimmune diseases, and none had a
clinically evident infection. Body mass index (BMI) was calculated as weight (kg)
divided by height (cm) squared. The ethnicity was self-reported as Caucasian and
non-Caucasian (Asiatic, Black, and Afro-Brazilian) [25].

This study was conducted according to the guidelines laid down in the
Declaration of Helsinki. The Ethical Committee of the University of Londrina, Parana,
Brazil approved all procedures involving human subjects. Written informed consent
was obtained from all patients (CAAE: 0186512.0.0000.5231).
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Immunological Biomarkers

Peripheral blood samples were collected with EDTA as anti-coagulant, and
without anticoagulant, to obtain the buffy coat and plasma, and serum, respectively,
that were stored at —80 °C freezer until used.

The C3 and C4 serum levels were measured by immunoturbidimetry using the
C 8000 equipment (Architect, Abbott Laboratory, Abbott Park IL, USA). The serum
levels of anti-dsDNA, anti-Ro/SSA, anti-La/SSB, anti-Smith, anti-URNP, and anti-
nucleosome were determined by Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA,
Orgentec Diagnostika, GmbH, Germany). The results were considered positives
when the levels were higher than 20 Ul/mL. All positive results for anti-dsDNA were
confirmed using immunofluorescence with Crithidia lucilliae kinetoplast assay. TNF-a
plasma levels were evaluated using a sandwich enzyme-linked immunosorbent

assay (ELISA, eBioscience, San Diego, California, USA).

TNF-B +252 G>A Genetic Polymorphism (rs909253)

The genomic DNA was extracted from the buffy coat using a commercial DNA
extraction kit (Biometrix Diagnostica, Curitiba, Brazil) according to the manufacturer’s
instructions. A 782 base-pair (bp) fragment of the TNF-B8 was amplified using
polymerase chain reaction (PCR) as previously reported [26]. PCR products were
completely digested with Ncol enzyme (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) for 4 h at 37 °C. The TNF-B +252 A>G genotypes were identified by
polymerase chain reaction-restriction fragment length (RFLP) analysis in a 3 %
agarose gel electrophoresis (70 V, 70 min) and stained with ethidium bromide. The
B1 allele includes a restriction site for Ncol and results in 196- and 586-bp fragments
after digestion, and the B2 allele (lacking the restriction site for Ncol) results in a
fragment with 782 bp. The heterozygous genotype B1/B2 results three fragments
(782, 586, and 196 bp).
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Statistics

Analyzes of contingency tables (x° test) were employed to check the
associations between categorical variables and diagnostic groups. Categorical
variables were expressed as absolute number (n) and percentage (%) and
continuous variables were expressed as mean * error standard of main (SEM). The
Kolmogorov-Smirnov test was used to assess normality of distribution. Logarithmic
(Ln) transformation of continuous data was used in the analysis when the variables
were not normally distributed or when there was heterogeneity of variance (as
assessed with the Levene test). We assessed the differences in continuous variables
between groups using analyzes of variance (ANOVASs). The association between
biomarkers and SLE was evaluated using binary logistic regression analysis
controlled for covariates that may confound the association of interest. To delineate
which clinical and demographic variables and which antibodies contributed to the
disease activity, we carried out 3 different automatic stepwise binary logistic
regression (1# positive anti-DNA, 2# positive anti-Sm and 3# positive anti-DNA/anti-
Sm) according TNF-8 +252 G>A polymorphism. All statistical analyses were
performed using IBM SPSS windows version 24. Tests were 2-tailed and an alpha

level of 0.05 indicated statistically significant results.

RESULTS

Clinical and immunological parameters are shown in table 1. Of 195
participating patients, the mean of disease duration was 10.13 years, 54 (28.4%)
patients had active disease (SLEDAI 26), and 71 (48.3%) history of lupus nephritis;
136 (73.0%) patients had antinuclear antibodies (ANA), anti-nucleosome antibodies
were detected in 92 (70.8%) patients, anti-URNP in 55 (44.7%), anti-dsDNA in 86
(45.5%), anti-SSA/Ro in 47 (40.9%), anti-Sm in 31 (24.4%), anti-SSB/La in 15
(11.6%) patients. Regarding treatment, 170 (95.0%) patients used prednisone, 141
(75.4%) antimalarial, 81 (43.3%) used other immunosuppressive drugs and 42

(22.5%) mycophenolate.
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Table 2 shows the characteristics of patients with SLE and controls. The
results of ANOVAs showed that patients and controls did not differ according to age
(p=0.139) and sex (p=0.167). However, patients had higher BMI (p<0.001) and
higher frequency of non-Caucasian (p<0.001) than controls. In addition, SLE patients
presented higher TNF-a levels than controls (p=0.005). After p value correction by
ethnicity and BMI, TNF-a level remained significantly increased in SLE patients
(p=0.019) (Table 2).

The genotype distribution of TNF-8 +252 A>G polymorphism in controls and
patients were consistent with those expected from the Hardy—Weinberg equilibrium
(p>0.05). In SLE patients, we identified 47.7% B2/B2, 45.1% B1/B2, and 7.2%
B1/B1, resulting in allele frequencies of 70.5% and 29.5% for B2 and B1 alleles,
respectively. In controls, we identified 40.7% B2/B2, 50.0% B1/B2, and 9.3% B1/B1,
resulting in allele frequencies of 66.0% and 34.0% for B2 and B1 alleles,
respectively. No differences were observed in allele frequency and genotype
distribution when evaluated in an additive or in a recessive model among patients
and controls before and after correction by ethnicity and BMI (p>0.05) (Table 2). The
recessive model (B2/B2 vs B1/B2+B1/B1) allows examining the association between
B2 allele at homozigose and biomarkers; therefore, this model was used for
sequential analysis.

Table 3 shows the characteristics of SLE patients according the TNF-8 +252
G>A polymorphism. In univariate analyses, both groups did not differ in relation to
sex (p=0.190), ethnicity (p=0.988), age (p=0.412), BMI (p=0.983), disease duration
(p=0.839), activity disease evaluated by SLEDAI (p=0.129), history of nepbhritis
(p=0.815), C3 (p=0.167) and C4 (p=0.334) levels, and therapy (p>0.05). Regarding
autoantibodies, the groups did not differ in positivity of ANA (p=0.537) and anti-URNP
(p=0.140), and positivity and levels of anti-dsDNA (p=0.921, p=0.921), anti-RO
(p=0.384, p=0.309), anti-LA (p=0.142, p=0.128), anti-SM (p=0.216, p=0.301), and
anti-nucleosome (p=0.962, p=0.551), respectively. However, patients with B2/B2
genotype showed higher TNF-a levels (p=0.040) and lower anti-URNP levels
(p=0.037) than patients carrying B1 allele. Additionally, multivariate binary logistic
regression was performed and neither TNF-alfa nor anti-URNP was independently
associated with the presence of B2 allele (data not shown).

Anti-dsDNA, anti-Smith, anti-URNP, C3 and C4 levels were analyzed in
patients according to the presence of disease activity (SLEDAI =6) and TNF- (+252
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A>G) polymorphism (Figure 1). Patients with disease active and B2/B2 genotype
showed higher anti-dsDNA (p=0.021), anti-Smith (p=0.015), and lower C4 levels
(p=0.042) levels than patients with SLEDAI<6, independently of sex, age, BMI,
disease duration, treatment and nephritis. There were no differences in both groups
when patients with B1/B2+B2/B2 genotypes was evaluated (p>0.05). The others
autoantibodies (anti-Ro, anti-La, anti-URNP, and anti-nucleosome), and TNF-a levels
did not differ according disease activity with presence of TNF-8 (+252 A>G)
polymorphism (p>0.05) (data not shown).

Furthermore, to delineate the effect the autoantibodies and the most important
variables that affect disease activity according to genotype, we have carried out three
automatic stepwise binary logistic regression analyses with disease activity as
dependent variable (SLEDAI<6 as reference group) and the demographic (e.g. age,
sex, BMI) and clinical (therapy, disease duration, history of nephritis) data as
explanatory variables. In the first regression, the positivity of anti-dsDNA (p=0.004,
OR: 4.50, 95% CI 1.61-12.54) was associated with active disease only in patients
with B2/B2 genotype (p<0.001, Nagelkerke=0.151; 65.4.0% of all cases were
correctly classified with a sensitivity of 60.0% and a specificity of 75.0%). In the
second regression, the positivity of anti-Smith (p<0.010, OR: 16.87, 95% IC 1.97-
44.38) was associated with active disease only in patients with B2/B2 genotype
(p<0.001, Nagelkerke=0.252; 68.5% of all cases were correctly classified with a
sensitivity of 96.4 % and a specificity of 38.5%). In the third model, the concomitant
presence of anti-dsDNA and anti-Sm (p=0.024, OR 12.23, 95% CI 1.40-46.86) was
associated with active disease only in patients with B2/B2 genotype (p<0.001,
Nagelkerke=0.191; 65.4.% of all cases were correctly classified with a sensitivity of
96.3% and a specificity of 32.0%). In addition, in patients with B1 allele, presence of

autoantibodies did not contribute to disease activity.
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DISCUSSION

The main findings of the present study were that the B2 allele of TNF-8 +252
G>A polymorphism, in heterozygosity, homozygosity or dominant model, was not
associated with SLE susceptibility, TNF-a plasma levels, disease activity, and
presence of autoantibodies. However, when the interaction between disease activity
and polymorphism was evaluated, only patients carrying B2/B2 genotype with active
disease (SLEDAI 26) showed increased anti-dsDNA and anti-Smith levels, and
decreased C4 levels, independently of clinical and demographic data. Moreover,
patients with B2/B2 genotype with positivity of anti-dsDNA, anti-Sm or both showed
increased odds ratio (OR) to have active disease of 4.50, 16.87 and 12.23-fold,
respectively.

Data about association between SLE susceptibility and TNF-8 (+252 G>A)
polymorphism have been conflicting in different populations. Previous studies
demonstrated that B1 allele was associated with SLE in Germany [8, 27], India [18],
and Egypt [16]. On the other hand, the B2 allele in additive and allelic model was
associated with SLE susceptibility in Asian population [20, 28]. In addition, a meta-
analysis performed by Zhang and colleagues (2015) showed that B2 allele and
additive model were significantly associated with SLE [29]. However, our result
agrees with studies carried out in Portuguese [19], Canadian [30] and American [17]
population that showed absence of association of this SNP with SLE susceptibility.
The difference between previous results and our study could be explained by the
large degrees of ethnic differences which compose the Brazilian population [31] that
is originated mainly from Europeans, Africans, Amerindians, Levantines and from
East Asia.

Although TNF-B +252 G>A polymorphism has been extensively investigated in
SLE susceptibility, TNF-a levels was scarcely studied. Our data agree with previous
studies [19,32] that did not demonstrate any association with this cytokine. Despite in
univariate analysis we showed that higher serum TNF-a levels were associated with
B2/B2 genotype, these factors did not remain associated after correction of
confounding factors.

The association between TNF-B +252 G>A polymorphism with activity disease
and clinical manifestation are controversial. While higher SLEDAI score was found in

patients with B1/B2+B1/B1 genotypes [19], Ahmed et al (2014) found no association
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with disease activity. Regarding the clinical manifestations, B1 allele was associated
with arthritis [16,19] and hematological manifestations [16]. On the other hand, B2/B2
genotype was strongly associated with development of nephritis [27,31,33]. In the
present study, we also could not demonstrate association between TNF-8 +252 G>A
polymorphism, disease activity (SLEDAI), and history of nephritis. In addition, anti-
dsDNA, anti-Sm, and complement (C3 and C4) levels did not differ according TNF-B
polymorphism in SLE patients. Our data agree with previous studies, which did not
find any association between TNF-B +252 A>G polymorphism and autoantibodies in
SLE patients [16, 18-20].

Of note, in the present study, patients with active disease (SLEDAIZ6) and
B2/B2 genotype showed positivity and increased anti-dsDNA and anti-Sm levels,
independently of demographic and clinical biomarkers. In addition, besides the
production of autoantibodies, reduced C4 levels were found in patients with active
disease in the presence of the B2/B2 genotype. In a previous study, our group
showed that B1/B1 genotype is accompanied by increased IL-17 and Th17/Th2 ratio,
while B1/B2 genotype is accompanied by higher IL-4 and IFNy values in SLE
patients. The data of the present study reinforce the hypothesis that B2 allele could
be involved with autoantibodies production by association with Th2 response. In
addition, the dominant pathway for complement activation in SLE is the classical
pathway triggered by the interaction of C1qg with antigen-antibody complexes and
aggregated immunoglobulins. In this classical pathway, complement protein levels
are reduced in association with active disease, especially C1, C4 and C2 levels [34].
The findings of increased autoantibodies and decreased C4 levels in the current
study seems to corroborate the aforementioned classical pathway.

Furthermore, in the present study, we verified by automatic binary logistic
regression the most important variables which contributed to disease activity
(SLEDAI =6) according with the genotype. Our data demonstrated that the presence
of anti-dsDNA and anti-Sm or both could predict the activity disease in patients with
B2/B2 genotype but not with B1 allele patients. Sun et al (2000) demonstrated that
presence of anti-dsDNA in vitro may have a dual effect: to enhance the release of
proinflammatory cytokines (IL-1B, IL-8 and TNF-a) and to polarize the immune
reaction towards T helper 2 (Th2) response [35]. Therefore, autoantibodies may form
immune complex and subsequently increase pro-inflammatory cytokines [36] and

activity disease.
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The following limitations have to be considered in the present study. Firstly,
our patients showed low disease activity measured by SLEDAI. Secondly, the study
design cannot infer causality between presence of autoantibodies and disease
activity. However, this study also has several strengths. First, to our knowledge, this
is the first study to evaluate TNF-B polymorphism with interaction of autoantibodies
and disease in Brazilian population. Secondly, this study combines a multivariate
statistical approach; all results were controlled for possible effects of background

variables including age, sex, ethnicity, BMI, treatment, and history of nepbhritis.

In conclusion, our findings indicate that the TNF-B8 +252 G>A polymorphism
was not associated with SLE susceptibility, disease activity, TNF-a and
autoantibodies levels in Brazilian patients. However, patients with B2/B2 genotype
showed an increase adds to have active disease with the presence of anti-dsDNA,
anti-Smith or both.
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Table 1 Clinical and immunological features of Systemic Lupus Erythematosus

patients.

Characteristics

n (%) / Mean (+SEM)

Disease duration (years)

Disease activity

10.13 (0.56)

SLEDAI <6 136 (71.6%)

SLEDAI 26 54 (28.4%)
Nephritis 71 (48.3%)
C3 (mg/dL) 141.33 (1.99)
C4 (mg/dL) 21.07 (0.75)

Autoantibodies
ANA

positive 136 (73.0%)

negative 50 (23.7%)
Anti-dsDNA

positive 86 (45.5%)

negative 103 (45.5%)
Anti-RO/SSA

positive 47 (40.9%)

negative 68 (59.1%)
Anti-LA/SSB

positive 15 (11.6%)

negative 114 (88.4%)
Anti-SM

positive 31 (24.6%)

negative 95 (75.4%)
Anti-URNP

positive 55 (44.7%)

negative 68 (55.3%)

Anti-Nucleosome
positive

negative

92 (70.8%)
38 (29.2%)
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Treatment
Prednisone 170 (95.5%)
Prednisone (mg/day) 12.19 (0.80)
Mycophenolate 42 (22.5%)
Antimalarial 141 (75.4%)
Other immusuppressive 81 (43.3%)

Data were expressed as absolute number (n) and percentage (%) or mean and standard error of the
mean (SEM). SLEDAI: systemic lupus erythematosus disease activity index; ANA: anti-nuclear
antibodies; Anti-dsDNA: double-stranded DNA antibodies; Anti-SM: anti-Smith antibodies; Anti-URNP:
ribonucleoprotein antibodies; C3: Complement C3; C4: Complement C4
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Table 2 Socio-demographic variables in patients with systemic lupus erythematosus
(SLE) and controls.

R SR
(n=195)
Age (Year)’ 43.53 (1.03) 40.80 (0.96) 2196 1/414 0.139
Gender (F/M) 202 (89.4%)/ 181 (92.4%)/ 0.167
1.906 1
24 (10.6%) 14 (7.2%)
Ethnicity (C/NC) 182 (80.5%)/ 123 (63.1)/ <0.001
15.976 1 -
44 (19.5%) 72 (36.9%)

BMI (kg/m?)° 25.81(0.32) 27.64 (0.40) 12.342 1/401 <0.001
TNF-a (pg/mL)’ 16.59 (4.42) 19.05 (6.92) 7.976 1/275 0.005 0.019
TNF-8 polymorphism

Allele Frequency
B1 155 (34.0%) 116 (29.7%) 2.219 1 0.136 0.199
B2 297 (66.0%) 274 (70.3%)

Additive model
B1/B1 21(9.3%) 14 (7.2%) 2.244 2 0.326 0.399
B1/B2 113 (50.0%) 88 (45.1%)
B2/B2 92 (40.7%) 93 (47.7%)

Dominant Model
B1/B2+B1/B1 134 (59.3%) 102 (52.3%) 2.514 1 0.167 0.176
B2/B2 92 (40.7%) 93 (47.7%)

Data were expressed as absolute number (n) and percentage (%) or mean (+SEM). Data were
processed in natural logarithm (Ln) transformation. ®Adjusted for ethnicity and BMI. BMI: body mass
index; TNF-a: Tumor necrosis factor alpha; TNF-B: tumor necrosis factor ; B1/B1 homozygous
genotype for the allele B1 (with guanine at position +252 in the first intron of the TNF-3 gene); B2/B2
homozygous genotype for the allele B2 with adenine at position +252 in the first intron of the TNF-3
gene; B1/B2 heterozygous genotype;



Table 3 Demographic, clinical, and inflammatory markers according to TNF-8 (+252

G>A) polymorphism in patients with Systemic Lupus Erythematosus.

B1/B2 + B1/B1 B2/B2 “/E  of )
(n=102) (n=93)
Age (year) 41.56 (1.34) 39.98 (1.36) 0.677 1/191 0.412
Gender (F/M) 97 (95.1)/ 83(90.2)/ 1.721 1 0.190
5(4.9) 9(9.8)
Ethnicity (C/NC) 64 (62.7)/ 57 (62.6)/ 0.001 1 0.988
38 (37.3) 34 (37.4)
BMI (kg/m?) 27.50 (0.51) 27.48 (0.68) 0.000 1/87  0.983
Disease duration (years) 10.23 (0.76) 10.00 (0.83) 0.042 1/182 0.839
SLEDAI 3.70(0.36) 4.42 (0.48) 1.894 1/146 0.171
SLEDAI>6 24 (23.8) 30(33.7) 2.300 1 0.129
Nephritis 36 (47.4) 35 (49.3) 0.055 1 0.815
TNF-a (pg/mL) " 3.39 (0.86) 24.04 (11.31) 4317 1/115 0.040
C3 (mg/dL) 114.56 (2.61) 109.90 (3.03) 1.92 1/192  0.167
C4 (mg/dL) 21.75 (1.16) 20.32 (0.93) 0.939 1/192 0.334
Autoantibodies
ANA (positive) 73 (75.0) 63 (70.9) 0.382 1 0.537
Anti-dsDNA (positve) 51(53.1) 44 (52.4) 0.010 1 0.921
Anti-dsDNA (IU/mL)* 51.51 (6.69) 54.96 (8.64) 0.269 1/164 0.605
Anti-RO/SSA (positve) 26 (44.8) 21(36.8) 0.759 1 0.384
Anti-RO/SSA (Ul/mL)’ 45.98 (7.28) 55.42 (16.09) 1.046 1/113  0.309
Anti-LA/SSB (positve) 10 (15.9) 5(7.6) 2.259 1 0.142
Anti-LA/SSB (Ul/mL) ' 13.08 (3.10) 7.31(2.02) 2.343  1/128 0.128
Anti-SM(positve) 18 (29.5) 13 (20.0) 1.534 1 0.216
Anti-SM (Ul/mL) " 19.75 (3.47) 14.21 (2.59) 1.077 1/124 0.301
Anti-URNP (positve) 30(51.7) 25 (38.5) 2.181 1 0.140
Anti-URNP (Ul/mL) " 49.06 (6.69) 34.79 (5.48) 4.46 1/121  0.037
Anti- nucleosome (positive) 48 (70.6) 44 (71.0) 0.002 1 0.962
Anti-nucleossomo (Ul/mL) 91.63 (12.34) 81.95 (13.28) 0.357 1/128 0.551




Treatment
Antimalarials 76 (75.2) 65 (73.0) 0.121 0.128
Predinisone 87 (94.6) 85 (96.6) 0.435 0.510
Micofenolato 20(19.8) 22 (24.7) 0.664 0.415
Immunosuppressive 46 (45.5) 38 (42.7) 0.156 0.693
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Data were expressed as absolute number (n) and percentage (%) or mean (xSEM). ‘Data were
processed in natural logarithm (Ln) transformation. TNF-B: tumor necrosis factor f3; B1/Bl
homozygous genotype for the allele B1 (with guanine at position +252 in the first intron of the TNF-
gene); B2/B2 homozygous genotype for the allele B2 with adenine at position +252 in the first intron of
the TNF-B8 gene; B1/B2 heterozygous genotype; BMI: body mass index; SLEDAI: systemic lupus
erythematosus disease activity index; TNF-a: tumor necrosis factor alpha; ANA: anti-nuclear
antibodies; Anti-dsDNA: double-stranded DNA antibodies; Anti-SM: Smith antibodies; Anti-URNP:
ribonucleoprotein antibodies; C3: Complement C3; C4: Complement C4.
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Table 4 Results of three binary logistic regressions analyses (forward stepwise) with

disease activity as dependent variable (SLEDAI <6 as reference group) and

presence of anti-dsDNA (#1), anti-Smith (#2) or both (#3), and demographic, clinical

and treatment data as explanatory variables according TNF-B (+252 A>G)

polymorphism.

Explanatory

Regression Group . Wald df p OR (95%Cl)
Variables
#1 B1/B2+B1/B1 BMI 5.059 1/85 0.024 1.12 (1.01-1.24)
B2/B2 Anti-dsDNA (+) 8.262 1/78 0.004 4.50 (1.61-12.54)
#2 B1/B2+B1/B1 - - - - -
B2/B2 Anti-SM (+) 6.657 1/54 0.010 16.87 (1.97-44.38)
#3 B1/B2+B1/B1 - - - - -
B2/B2 Anti-dsDNA(+) 5.131 1/52 0.024 12.23 (1.40-46.86)

Anti-SM (+)

TNF-B: tumor necrosis factor B; B1/B1 homozygous genotype for the allele B1 (with guanine at
position +252 in the first intron of the TNF- gene); B2/B2 homozygous genotype for the allele B2 with
adenine at position +252 in the first intron of the TNF-B gene; B1/B2 heterozygous genotype; OR:
odds ratio; BMI: body mass index; SLEDAI: systemic lupus erythematosus disease activity index;

Anti-dsDNA: double-stranded DNA antibodies; Anti-SM: Smith antibodies.
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Figure 1. Autoantibodies and C3 and C4 levels according to the presence of disease activity
and TNF-8 (+252 A>G) polymorphism. Data expressed by mean (95%Cl). p value was
adjusted for sex, age, BMI, disease duration, treatment and presence of nephritis. SLEDAL:
systemic lupus erythematosus disease activity index; Anti-dsDNA: double-stranded DNA antibodies;
Anti-SM: Smith antibodies; Anti-URNP: ribonucleoprotein antibodies; C3: Complement C3; C4:

Complement C4.
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6. Conclusbes da Dissertacao

- Nao houve diferenca na frequéncia do polimorfismo do TNF-8 em pacientes

com LES e em individuos controle.

- O polimorfismo do TNF-8 nédo foi associado a presenca de LES e a alteracéo

nos niveis plasméticos de TNF-a

- Na&o houve associagcdo entre a presenca do polimorfismo do TNF-B e a

atividade da doenca avaliada pelo escore SLEDAI

- N&o houve associacdo entre a presenca do polimorfismo do TNF-B e a

presenca e 0s niveis de autoanticorpos

- Os niveis de autoanticorpos anti-dsDNA, anti-Sm ou de ambos estdo
associados a atividade da doenca (SLEDAI 26) somente em pacientes que

apresentam o genotipo B2/B2
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APENDICE 2 - FICHA DE AVALIACAO
FICHA DE AVALIACAO - PROJETO LES

NOME: PRONTUARIO:
DATA NASC: CAUCASIANO ()

NAO CAUC ( )
END: TEL:

MEDICAMENTOS

PREDNISONA:
HIDROXICLOROQUINA/CLOROQUINA:
METOTREXATE:

AZATIOPRINA:

MICOFENOLATO MOFETIL:

OUTROS IMUNOSSUPRESSORES:
OUTROS:

OUTRAS DOENCAS:

HAS SIM( ) NAO( )
DIABETES SIM( ) NAO( )
AVC/IAM SIM( ) NAO( )

OUTROS:

NEFRITE LUPICA
SIM( ) NAO ()

OBS:

TEMPO DE DOENCA:




ESCORE SLEDAI:

TABAGISMO:  SIM( ) NAO( )

ATIVIDADE FiSICA: SIM( ) NAO( )

PESO ALTURA IMC CIRC. PRESSAO
ABDOMINAL ARTERIAL
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APENDICE 1- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa:

“ASSOCIAGAO DO POLIMORFISMO GENETICO DO FATOR DE NECROSE
TUMORAL (TNF) BETA +252 A>G (rs909253) COM OS NiVEIS PASMATICOS DE
TNF-a E COM AUTOANTICORPOS EM PACIENTES COM LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO EM ATIVIDADE”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) a participar da pesquisa “ASSOCIAGAO DO
POLIMORFISMO GENETICO DO FATOR DE NECROSE TUMORAL (TNF) BETA
+252 A>G (rs909253) COM OS NIVEIS PASMATICOS DE TNF-a E COM
AUTOANTICORPOS EM PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO
EM ATIVIDADE” realizada no “Hospital Universitario da Universidade Estadual de
Londrina (HU/UEL), Londrina, Parana”. O objetivo da pesquisa & “determinar se
existe associacao entre fatores genéticos do individuo e a chance de desenvolver
LES e se existe associagdo com o quadro clinico da doenga”. A sua participagcao &
muito importante e ela se daria da seguinte forma: no momento da entrada no
projeto de pesquisa, sera realizada uma avaliacdo clinica e coleta de 20 mL de
sangue periférico para realizacdo de exames laboratoriais relacionados ao LES, e
uma entrevista para vocé fornecer informaces sobre estilos de vida como dieta e
exercicios fisicos. Gostariamos de esclarecer que sua participacdo € totalmente
voluntaria, podendo vocé: recusar-se a participar ou mesmo desistir a qualquer
momento sem que isto acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa.
Informamos, ainda que as informacfes serdo utilizadas somente para os fins desta
pesquisa e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a
preservar a sua identidade.

As amostras de sangue coletadas serdo identificadas por cédigos com letra e
namero garantindo o absoluto sigilo e confidencialidade dos resultados. ApGs sua
utilizagdo, as amostras serdo armazenadas em freezer sob a responsabilidade do
pesquisador responsavel para outros estudos genéticos relacionados ao LES. Pode

oorrer hematoma pés puncao venosa para a coleta das amostras.

A populacédo podera ser beneficiada com os resultados obtidos, caso a equipe de
pesquisa determine fatores genéticos que possam estimar a chance de um individuo
desenvolver a doenca ou a chance de um individuo previamente com a doenca em

desenvolver quadros clinicos mais graves como a nefrite lUpica.
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Informamos que o(a) senhor(a) ndo pagara nem serd remunerado por sua
participagdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da
pesquisa serao ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua

participacdo na pesquisa.

Caso vocé tenha davidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos
contactar: Professora Dra. Andrea Name Colado Siméo, no Setor de Imunologia
Clinica do Laboratorio de Analises Clinicas do HU/UEL, fone 43-3371-2321, e-

mail: deianame@yahoo.com.br, ou procurar o Comité de FEtica em Pesquisa

Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida
Robert Kock, n° 60, ou no telefone 33712490.

Este termo deverd ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas,

devidamente preenchida e assinada entregue a vocCeé.

Londrina, de de 2012.

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Andrea Name Colado Siméo

RG: 6226736-4

, tendo sido devidamente esclarecido sobre os

procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa

descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscépica):

Data:

Obs: Caso o participante da pesquisa seja menor de idade, deve ser incluido o campo para
assinatura do menor e do responsavel.



mailto:deianame@yahoo.com.br

ANEXOS
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ANEXO 1- Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index-SLEDAI
(BOMBARDIER et al., 1992)

Fator de
ponderacao

SLEDAI

escore

Descricao

Definicao

8

Convulsao

Instalacdo  recente  excluindo
causa metabdlica, infecciosa ou
causada por drogas

Psicose

Alteracdo da funcdo mental normal
devido a alteracbes graves da
percepcdo da realidade. Inclui
alucinagoes, incoeréncia,
associacoes livres,
empobrecimento do conteddo do
pensamento, pensamento
marcadamente ilégico,
comportamento bizarro
desorganizado ou catatonico.
Excluir uremia e causas
farmacolégicas/drogas

Sindrome organo-
cerebral

Funcdo mental alterada com
alteracdo da orientacdo, memoéria
ou outra funcdo intelectual com
rapida instalacdo e flutuacdo dos
achados clinicos incluindo
obnubilacdo da consciéncia com
diminuicdo da capacidade de
concentracdo e incapacidade de
manter a atencdo ao ambiente
envolvente, mais pelo menos duas
das seguintes: distirbios da
percepcdo, discurso incoerente,
insbnia ou sonoléncia diurna,
aumento ou decréscimo da
atividade psicomotora.  Excluir
causa metabdlica, infecciosa ou
causada por drogas

Disturbios visuais

Alteracbes da retina ligado ao
LES, incluindo corpos coroideus,
hemorragias retinianas, exsudato
seroso ou hemorragia no coroide
ou nevrite 6ptica. Excluir HTA ou
causa infecciosa ou causada pro
drogas

Disturbios nos pares
cranianos

Instalacdo recente de neuropatia
sensitiva ou motora atingindo os
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pares cranianos

Cefaléia lupica

Cefaleia severa, persistente; pode
ser tipo migranosa mas deve ser
resistente a terapéutica narcotica

AVC

Instalacdo recente de AVC. Excluir
arteriosclerose

Vasculite

Ulceracéo, nodulos

digitais

gangrena,
dolorosos, infarto
periungeal, hemorragias  sub-
ungueais, ou biopsia ou
angiograma  compativeis com
vasculite

Artrite

Mais de duas articulagcdes com dor
e sinais inflamatoérios

Miosite

Dor/fraqgueza muscular proximal,
associado com elevacdo da
CK/aldolase ou eletromiografia ou
biopsia compativel com miosite

Cilindros urinéarios

Cilindros de eritrocitos ou de
granulosos

Hematuria >5 células por campo. Excluir
litiase, infec¢do ou outra causa
Proteinuria >0,5g/24h. Instalacdo recente ou
aumento > 0,5g9/24h
Piuria >5 leucdcitos por campo. Excluir
infeccdo
Rash Instalacdo recente ou recorréncia
de rash do tipo inflamatério
Alopécia Instalagdo recente ou recorréncia

de perda anormal difusa ou

localizada de cabelo

Ulceracbes Nasais

Instalagéo recente ou recorréncia
de ulceracbes nasais

Pleurisia Dor toracica pleuritica com atrito
pleural, derrame ou espessamento
pleural

Pericardite Dor pericardica mais pelo menos

um dos seguintes: atrito, derrame,
ou confirmacao eletrocardiogréafica
ou por ecocardiograma
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Hipocomplementemia

C3, C4 ou CH50 abaixo dos
valores de referéncia do
laboratorio

Aumento do DNA
ligante

>25% ligado pelo ensaio de Farr
ou acima dos valores de referéncia
do laboratorio

Trombocitopenia

< 100.000 plaquetas/mm®

Leucopenia < 3.000 leucécitos/mm?. Excluir
causas farmacolégicas
Febre >38°C, excluir causa infecciosa

ESCORE SLEDAI
TOTAL (1-105)




