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INFORMA(;E)ES SOBRE O ARTIGO RESUMO
Historico do artigo: Avaliou-se a possivel associa¢ao entre o polimorfismo FCGR3A V/F (158) e a suscetibilidade
Recebido em 22 de setembro de 2014 e o fenétipo clinico do lipus eritematoso sistémico (LES) em 305 pacientes com LES admi-
Aceito em 15 de junho de 2016 tidos sequencialmente e 300 controles saudaveis da Regido Sudeste do Brasil por reacdo
On-line em 15 de julho de 2016 em cadeia da polimerase alelo-especifica. Os resultados do presente estudo mostraram
nao haver associacdo entre os alelos FCGR3A 158 V/F e a suscetibilidade ao LES nessa
Palavras-chave: série de pacientes, ainda que o genédtipo heterozigoto tenha sido fortemente associado a
Lapus eritematoso sistémico doenga.
Receptor Fc gama Illa © 2016 Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo Open Access sob uma
Polimorfismo de nucleotideo tinico licenga CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
Polimorfismo genético
Imunogenética
Fc gamma receptor Illa polymorphism is not associated with
susceptibility to systemic lupus erythematosus in Brazilian patients
ABSTRACT
Keywords: We evaluated the possible association between FCGR3A V/F (158) polymorphism and SLE sus-
Systemic lupus erythematosus ceptibility and clinical phenotype in 305 sequentially retrieved SLE patients and 300 healthy
Fc gamma receptor Illa controls from the southeastern part of Brazil by allele-specific polymerase chain reaction.
Single nucleotide polymorphism Our results showed no association between FCGR3A 158 V/F alleles and susceptibility to SLE
Gene polymorphism in this series of patients albeit the heterozygous genotype was strongly associated with the
Immunogenetics disease.
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Introducao

O llpus eritematoso sistémico (LES) é considerado o proté-
tipo de doencas cronicas mediadas por complexos imunes.
Em condigoes fisiolégicas, os complexos imunes (CI) circu-
lantes sdo eliminados do sangue periférico e outros liquidos
biolégicos pelo sistema fagocitico mononuclear.’? No LES, a
eliminacdo inadequada dos CI pode levar a danos nos teci-
dos em decorréncia da deposicdo e sobrecarga tecidual de
Cl, o que resulta em liberacdo de mediadores inflamaté-
rios e influxo de células inflamatérias.”® Os receptores gama
Fc (FcyR), presentes em células mononucleares fagociticas,
desempenham um papel importante na eliminacao dos CI e
das células apoptéticas.*> Além disso, a internalizacdo de CI
que contém &cido nucleico via FcyR pelas células dendriticas
plasmocitoides possibilita a liga¢do de receptores toll-like (TLR)
intracelulares e consequente ativacdo de cascatas a jusante
que culminam na sintese de interferon tipo 1.>7 Descreveram-
-se varios polimorfismos de nucleotideo inico (SNP) nos genes
que codificam os FcyR e alguns deles tém consequéncias funci-
onais. Como esperado, alguns desses polimorfismos tém sido
extensivamente estudados em doencas autoimunes.>®

O receptor humano FcyRIII (CD16) é uma proteina hete-
rogénea extensivamente glicosilada com um peso molecular
aparente de 50-80KDa. O gene FCGR3A codifica o receptor
FcyRIlla presente em macréfagos, células MN e linfocitos
T 3, com baixa afinidade para o CI que contém IgG.%%10
O gene FCGR3A apresenta um polimorfismo G559T que
leva a substituicdo da valina por fenilalanina na posicdo
158da cadeia polipeptidica (158v/F) e reduz ainda mais a
afinidade do receptor para subclasses IgG.>"'? A associagio
entre o polimorfismo do gene FCGR3A e o LES foi estu-
dada por véarios pesquisadores. No entanto, foram relatados
resultados contraditérios a respeito dessa associa¢do em dife-
rentes populacdes.®'%12-1® Diante desse cendrio, o presente
estudo teve como objetivo investigar o polimorfismo FcyRlIIla
158 V/F em pacientes com LES brasileiros provenientes de uma
populacdo com origem étnica mista.

Material e métodos
Pacientes e controles

Coletou-se o sangue periférico de 305 pacientes com LES que
sequencialmente passaram pelo Ambulatério de Reumato-
logia da Universidade Federal de Sao Paulo (Unifesp), Brasil.
Todos os pacientes preencheram pelo menos quatro dos
critérios revisados para a classificacao do LES de acordo com o
American College of Rheumatology.'” N&o havia disponibilidade
de caracteristicas clinicas detalhadas de todos os pacientes
e considerou-se somente os graficos com dados consistentes
na andlise do fenétipo clinico da doenca. Assim, dados do Sys-
temic Lupus International Collaborating Clinics/American College
of Rheumatology-Damage Index (Slicc-DI) estavam disponiveis
para 167 pacientes. O grupo controle era composto por
300 doadores de sangue saudaveis que ndo tinham anteceden-
tes familiares de doencas autoimunes conforme avaliado por
um questionério detalhado. O estudo foi aprovado pelo Comité

de Etica da instituigdo (# 2074/07) e todos os participantes
forneceram um consentimento informado por escrito.

Classificagdo étnica

Paises latino-americanos em geral, e em particular o Brasil,
apresentam uma intensa miscigenacdo étnica, principal-
mente a custa de elementos africanos e europeus. Adotou-se
a classificagcdo étnica usada pelo Grupo Latinoamericano de
Estudio del Lupus (Gladel).’ De acordo com essa classificacéo,
o individuo descreve a prépria etnia, bem como a de seus pais
e quatro avés. Os grupos étnicos estudados foram definidos
do seguinte modo:

a) Etnia negra: individuo estudado, pais e avés classificados
€OMo negros.

b) Etnia branca: individuo estudado, pais e avés classificados
como brancos.

c) Etnia mista: existéncia de pelo menos um desacordo na
classificacdo da linhagem do individuo em avés maternos
ou paternos.

Isolamento de dcido nucleico e andlise do polimorfismo
FCGR3A

Extraiu-se o DNA gendmico de amostras de sangue por salting
out, com base na metodologia previamente descrita por Laiti-
nen et al. *° Examinou-se o polimorfismo de nucleotideo tinico
(SNP) G559T (rs396991) do FCGR3A (http://www.ncbi.nlm.nih
gov/gene/2214) por PCR alelo-especifica de acordo com Wu
etal.® com pequenas modificacdes, com um Unico primer sense
(5" TCA CAT ATT TAC AGA ATG GCA ATG G 3') e dois primers
antisense (5 TCT CTG AAG ACA CAT TTC TAC TCC CTA C 3’ para
o alelo G; e 5 TCT CTG AAG ACA CAT TTC TAC TCC CTA A 3))
para o alelo T. A mistura de reagdo de 50 pL continha 100 ng
de DNA, 1,2mM de MgCl,, 0,2m de MdNTP, 2,5 U de Platinum
Taq DNA polimerase e 10 pmol de cada um dos primer sense e
antisense aleloespecificos. A PCR iniciou com uma etapa inicial
de cinco minutos a 95° C, seguida de 35 ciclos de 30 segundos
a 94° G, 45 segundos a 54° C e 20 segundos a 72° C, com uma
etapa de extensdo final de oito minutos a 72° C. O fragmento
amplificado de 138 pb foi analisado por eletroforese em gel de
agarose a 3% em TBE.

Pesquisa e procura de autoanticorpos

Identificaram-se todas as subsorologias (DNA de cadeia dupla,
Sm, RNP, SSA, SSB). Usou-se a imunofluorescéncia indireta
para o teste de ANA e ds-DNA e difusdo dupla Ouchter-
lony para os autoanticorpos Sm, RNP, SSA-Ro e SSB-La.

Andlise estatistica

Usaram-se o teste de qui-quadrado e a correcdo de Bonfer-
roni para comparac¢des multiplas para analisar as varidveis
categodricas e o teste exato de Fisher foi usado quando apropri-
ado. As varidveis continuas foram testadas quanto ao padrao
de distribuicdo pelo teste de Kolmogorov-Smirnoff. As varia-
veis com distribuicdo normal foram analisadas pelo teste t de
Student e aquelas com distribuicdo ndo paramétrica foram
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Tabela 1 - Distribuicdo da etnia e género em pacientes e controles com LES

LES) Controles
Etnia n % n % p*
Negra 12 3,9 16 5,4 0,113
Branca 111 36,4 130 43,3
Mista 182 59,7 154 51,3
Género Feminino Masculino Feminino Masculino p?
291 14 178 122 < 0,001
@ Teste de qui-quadrado.
analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis (trés ou mais grupos), .
seguido pelo teste U de Mann-Whitney. A significancia foi esta-
belecida em p <0,05. Os cdlculos estatisticos foram feitos com 6,00 -
o programa SPSS 17.0 e Minitab Statistical 15.0.
o
Resultados g 4,001
)
-
Nao houve diferenca entre pacientes e controles em relacdo @
a distribuicdo étnica, mas o grupo LES teve uma menor 2,00 -
frequéncia de homens em comparagdo com o grupo controle
(tabela 1). No entanto, a andlise estatistica feita intragrupo
confirmou que nem a distribuicdo dos alelos (pacientes com
o - ,00
LESp=0,863; controles p = 1,000) nem a distribui¢do genotipica . . .
wW FF VF

(pacientes com LES p=0,449; controles p=1,000) estiveram
relacionadas com o género (dados ndo mostrados).

O grupo de pacientes teve uma proporcao significativa-
mente maior de individuos heterozigotos (VF) do que o grupo
controle (tabela 2). Assim, o grupo controle apresentou uma
proporcao significativamente maior de genétipos homozigo-
tos VV (p=0,023) e FF (p=0,027) no FCGR3A. Como esperado,
ndo houve diferenca entre os grupos em relacdo a prevalén-
cia de alelos individuais (p=0,853) (tabela 2). A distribuicdo
dos genétipos FCGR3A mostrou desvio do equilibrio de Hardy-
-Weinberg em ambos os grupos, LES e controle.

Nao houve associacdo entre a maior parte das
manifestacdes clinicas e genétipos (tabela 3), com excecdo de
uma maior frequéncia de manifestacdes do sistema nervoso
central (SNC) observada em pacientes com gendtipo FCGR3A

Genétipo

Figura 1 - Distribuicao Boxplot do Slicc/ACR-DI de acordo
com os genétipos FCGR3A. Nio foi encontrada associagdo
entre o escore de danos e qualquer genétipo FCGR3A
especifico (p =0,300).

VV (cinco pacientes apresentaram diagnéstico de psicose,
trés tiveram convulsdes e um teve outra manifestagdo).
Entre os 167 pacientes com LES com registros Slicc/ACR-DI
disponiveis, ndo foi encontrada associacdo entre esse escore
de danos e qualquer genétipo FCGR3A (p=0,300) (fig. 1). Nao
foi encontrada associacdo entre os gendtipos FCGR3A e a

Tabela 2 - Genétipo FCGR3A e distribuicdo dos alelos em pacientes e controles com LES

BES Controles

Genotipo n % n % p? p°
A% 35 11,5 54 18 0,002 0,023
FF 23 7,5 39 13 0,027
VF 247 81 207 69 < 0,001
Alelo n % n % p©
% 317 52 315 52,5 0,853
F 293 48 285 47,5

@ Teste de qui-quadrado.
b Correcdo de Bonferroni para o método de comparagdes miltiplas.
¢ Teste de qui-quadrado.
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Tabela 3 - Manifestagdes clinicas de pacientes com LES de acordo com o genétipo FCGR3A

Manifestacao (n) vV FF VF p?
N % N % N %

Pele (178) o 16 100 6 100 147 94 0,511
? 0 0 0 0 9 6

Ulceras orais (145) ® 1 6,7 0 0 28 22,6 0,158
? 14 93,3 6 100 96 77,4

Artrite (178) ® 16 100 6 100 138 88,5 0,244
? 0 0 0 0 18 11,5

Hematoldgica (178) ) 10 62,5 5 83,3 116 74,3 0,509
o) 6 37,5 1 16,7 40 25,7

Renal (178) &) 10 62,5 2 33,3 88 56,4 0,463
o) 6 37,5 4 66,7 68 43,6

Serosite (178) @ 4 25 1 16,7 38 24,3 0,909
? 12 75 5 83,3 118 75,7

SNC (177) ) 9 53,3 1 17,7 30 19,4 0,003
o) 7 438 5 83,3 125 80,6

@, gendtipo de auséncia; @, gendtipo de presenca; n, nimero de pacientes com registros consistentes para cada caracteristica clinica;

SNC, sistema nervoso central.
@ Teste de qui-quadrado.

Tabela 4 - Presenca de autoanticorpos individuais em
pacientes com LES de acordo com o genétipo FCGR3A

Autoanticorpo Genotipo p?

VV (n=35) FF(n=23) VF(n=247)

+ % + % + %
anti-dsDNA 12 343 8 348 72 291 0,832
anti-Sm 8 22,9 6 26,1 37 15 0,231
anti-RNP 15 429 8 348 73 296 0,267
anti-SS-A/Ro 8 229 10 43,5 74 30 0,243
anti-SS-B/La 0 0 3 13 25 10,1 0,122

@ Teste de qui-quadrado.

presenca de autoanticorpos individuais anti-dsDNA, anti-Sm,
anti-RNP, anti-SS-A/Ro e anti-SS-B/La entre os 305 pacientes
com LES (tabela 4).

Discussao

Este é o primeiro estudo que analisa o polimorfismo FCGR3A
em pacientes brasileiros com LES. Apesar da quantidade
considerdvel de pacientes e controles normais, ndo houve
diferenca na distribuicdo dos alelos FCGR3A 158 V/F entre
pacientes com LES e controles saudaveis. Curiosamente,
os pacientes com LES mostraram uma frequéncia signifi-
cativamente maior do gendtipo heterozigoto 158 V/F. Além
disso, houve uma maior frequéncia do genétipo homozigoto
VV em pacientes com histéria de envolvimento do SNC.
Outras caracteristicas clinicas e a gravidade da doenca ndo
estiveram associadas ao polimorfismo FCGR3A nesta série
de casos. De acordo com os resultados do presente estudo, a
distribuicdo dos genétipos FCGR3A ndo obedeceu ao equili-
brio de Hardy-Weinberg. Uma possivel explicacdo para essa
observacdo é a existéncia de variacdo na quantidade de cépias
do gene, uma das principais causas do desvio no equilibrio de
Hardy-Weinberg.?’ Na realidade, estudos recentes mostraram
que os genes dos receptores Fcy podem apresentar variacao

na quantidade de cépias, incluindo os genes FCGR3A, FCGR3B
e FCGR2C.?1??

Willcocks et al. descobriram uma associag¢do entre a baixa
quantidade de cépias do gene FCGR3B e o LES em brancos;
porém, essa associacdo ndo foi observada em pacientes
com LES chineses em geral ou quando os pacientes com
LES com nefrite lipica foram analisados separadamente.?
Em outro estudo feito na populacdo chinesa, Zhou et al.
descobriram uma associag¢do entre o aumento na quantidade
de cépias do gene FCGR3A (3 ou 4) e a presenca de anticorpos
antimembrana basal glomerular.?*

Sabe-se que o alelo FCGR3A 158 v codifica para um receptor
de afinidade mais elevada do que o alelo 158F.>'° Consistente
com o papel desempenhado pelo FcyRIlla na eliminagdo do
complexo imune, é concebivel que a diminuicdo na capaci-
dade de ligacdo do alelo 158F estaria associada a doencas
mediadas por complexos imunes. Na verdade, relata-se um
aumento na suscetibilidade ao LES em individuos FCGR3A
158F/F em alguns grupos étnicos.> No entanto, a literatura é
controversa em relacdo a essa associa¢do. Entre os japoneses,
a homozigose para o alelo 158F contribuiu para a susceptibi-
lidade ao LES,® mas na populagéo tailandesa encontrou-se
apenas uma tendéncia a associacdo entre o genétipo FF e a
suscetibilidade ao LES.?> Néo foi encontrada associagdo entre
o polimorfismo 158 V/F e o LES em individuos espanhéis,*
negros americanos'? e mexicanos.'* Em coreanos, de acordo
com Salmon et al.,’® a homozigose para o alelo F constituia
um fator de risco para a nefrite lipica, em contraste com
os resultados encontrados por Lee et al., que ndo encon-
traram associacdo entre esse polimorfismo e o LES nesse
grupo étnico.”’ Na populacdo alemd, embora o polimorfismo
FcyRIIla ndo confira suscetibilidade ao LES, a presenca do alelo
F esteve associada as manifestac¢oes clinicas, ao prognéstico
e ao curso da doenca (tabela 5).!

No presente estudo, o gendtipo heterozigoto (VF) foi mais
prevalente em pacientes com LES; como esperado, isso nao
causou qualquer diferenca na distribuicao de alelos entre os
grupos LES e controle. A razdo para uma maior frequéncia
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Tabela 5 - Polimorfismo FCGR3A-158 V/F e LES nos diferentes grupos étnicos

Etnia Pacientes Suscetibilidade Associacao Associacao fenotipica Ref Ano de
(n) aumentada genotipica publicacdo
Caracteristica clinica p?
Coreana 148 Nao 158 F/F Nefrite < 0,007 20 1999
Negra americana 77 Nao ND Nao ND 2 1999
Japonesa 193 Sim 158 F/F Nefrite 0,03 % 2002
Espanhola 276 Nao ND Nao ND £ 2002
Coreana 145 Nao ND Nao ND 2 2002
Alema 140 Nao ND Nao ND 4 2002
Tailandesa 87 Tendéncia 158 F/F Rash malar 0,03 e 2003
Tendéncia Rash discoide 0,04
Mexicana 94 Nao ND Nao ND o 2011

ND, nédo determinado.

@ Teste de qui-quadrado.

do genétipo heterozigoto 158 V/F em pacientes com LES ndo
é claramente compreendida. Pode estar relacionada com a
variacdo na quantidade de cdpias e pode-se supor que um
estado de afinidade intermedidria no conjunto de recepto-
res FcyRlIIla, conforme previsto pela coexisténcia de variantes
de alta avidez (158v) e baixa avidez (158F) ao FCGR3A, defi-
niu um cenério de eliminacdo de complexo imune favoravel
ao desenvolvimento de doencas mediadas por complexos
imunes nessa configuracdo étnica. Sdo necessarios dados
experimentais para testar essa hipotese.

Outro aspecto importante a ser considerado é que a anélise
isolada do polimorfismo FCGR3A pode ser uma simplificacao
do problema. Deve-se lembrar que o FcyRIlla é um dos varios
receptores envolvidos na eliminac¢do do complexo imune. Por
conseguinte, a capacidade final de eliminacdo do complexo
imune deve corresponder a composicdo genética global dos
varios receptores envolvidos nesse processo.

Com relagdo as manifestagdes clinicas no LES, Wu et al.
descobriram que houve uma forte associacdo entre o genétipo
FF e a nefrite lipica em americanos de diferentes origens
genéticas,” de modo semelhante ao que foi observado na
populacdo coreana por Salmon et al., em 1.999.?° Entretanto,
mesmo em americanos com origem genética variada o papel
do polimorfismo FCGR3A no fenétipo do LES ndo é claro,
uma vez que Alarcon et al. descobriram que a homozigose
para o alelo V (FCGR3A * GG) foi um preditor significativo de
doenca renal em estagio terminal entre os pacientes com
LES com doenca renal.?® A associacdo do alelo F 158
com a nefrite liipica®?° e a associacdo do alelo V com a doenca
renal terminal®® sugerem que outros fatores ainda desconhe-
cidos podem influenciar no desenvolvimento e desfecho das
manifestacdes renais no LES. A associagdo entre o gendtipo
VV e a histéria de envolvimento do SNC néo foi relatada por
outros autores. Esse achado original é intrigante, mas deve-se
ter em mente que, em razdo da pequena quantidade de paci-
entes homozigotos VV com LES nos casos do presente estudo,
essa associacdo deve ser considerada como preliminar.

Em conclusdo, esta andlise original do polimorfismo
FCGR3A 158 V/F em pacientes com LES brasileiros nao mos-
trou associacdo entre quaisquer alelos e a susceptibilidade
ao LES, mas revelou uma frequéncia consideravelmente
maior do genétipo heterozigoto 158 V/F em pacientes com
LES em comparacgdo com controles sauddveis. Além disso,

nao se confirmou a associacdo previamente relatada entre
o alelo F 158 e a nefrite lipica na presente série de casos,
mas se conseguiu encontrar uma intrigante associacao entre
o alelo 158V e o envolvimento do sistema nervoso central.
Os presentes resultados apoiam o impacto da variabilidade
genética dos receptores Fcy em geral e do FcyRIIla em particu-
lar sobre a suscetibilidade e o fenétipo do lipus eritematoso
sistémico. Os resultados preliminares do presente estudo
justificam outras pesquisas para confirmar e investigar o
papel da familia de receptores Fcy na fisiopatologia do lupus
eritematoso sistémico.
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