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INFORMAQ@ES SOBRE O ARTIGO RESUMO

Historico do artigo: Objetivo: Investigar a relagdo entre o polimorfismo genético do fator de crescimento vascu-

Recebido em 18 de maio de 2016 lar endotelial (VEGF) em pacientes com lipus eritematoso sistémico (LES) e manifestaces

Aceito em 29 de agosto de 2016 neuropsiquidtricas relacionadas com o lapus.

On-line em 28 de outubro de 2016 Pacientes e métodos: Foram recrutados 60 pacientes adultos com LES nos departamentos
de Reumatologia e Neurologia de hospitais universitarios do Cairo e classificados em dois

Palavras-chave: grupos; grupo A: 30 pacientes com manifestacdes neuropsiquiatricas (LESNP) e grupo B:

LES 30 pacientes sem manifesta¢cdes neuropsiquiatricas. Genotipou-se o SNP G1612A (rs10434)

VEGF do gene VEGF em ambos os grupos por reagao em cadeia da polimerase em tempo real

Gene G1612A (1s10434) (RT-PCR).

Polimorfismo Resultados: Foi encontrada diferenca estatisticamente significativa nas frequéncias geno-

Manifestacbes neuropsiquiatricas tipicas e alélicas entre os dois grupos (AA [70% vs. 13,3%, p<0,001] e GG [10% vs. 66,7%,
p<0,001]).

Conclusdo: O polimorfismo no gene que codifica o VEGF pode estar associado ao aumento
na incidéncia de lipus neuropsiquiatrico em pacientes com LES.
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Vascular endothelial growth factor G1612A (rs10434) gene polymorphism
and neuropsychiatric manifestations in systemic lupus erythematosus
patients

ABSTRACT

Keywords: Aim: To investigate the relation between vascular endothelial growth factor (VEGF) gene
SLE polymorphism in systemic lupus erythematosus (SLE) patients and lupus related neuropsy-
VEGF chiatric manifestations.

G1612A (rs10434) gene Patients and methods: Sixty adult SLE patients recruited from the Rheumatology and Neu-
Polymorphism rology departments of Cairo University hospitals were classified into two groups; Group A:

Neuropsychiatric manifestations 30 patients with neuropsychiatric manifestations (NPSLE) and Group B: 30 patients without.

For both groups the SNP G1612A (rs10434) of the VEGF gene was genotyped by real time
polymerase chain reaction (RT-PCR).

Results: Statistically significant difference was found in genotype and allele frequencies
between both groups (AA [70% vs 13.3%, p <0.001] and GG [10% vs 66.7%, p <0.001]).
Conclusion: Polymorphism in the gene coding for VEGF may be associated with increased

incidence of neuropsychiatric lupus in SLE patients.
© 2016 Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY-NC-ND

license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducao

O lipus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca autoimune’
em que fatores genéticos e ambientais desempenham papéis
significativos na sua patogénese.” Como consequéncia da sua
imunopatologia complexa, que envolve a producdo de autoan-
ticorpos e a vasculite do complexo imune com danos a células
endoteliais,’ diferentes 6rgéos e vasos sanguineos podem ser
afetados pela inflamacéo crénica.*

O dano e a ativacdo de células endoteliais vasculares sdo
os fatores que iniciam a patogénese do LES.> O fator de cres-
cimento vascular endotelial (VEGF) é um modulador chave da
angiogénese, proliferacdo e migracdo de células endoteliais,
quimiotaxia e hiperpermeabilidade capilar®; verificou-se que
estd suprarregulado em uma série de doencas do coldgeno,
incluindo o LES.” Além disso, relatou-se que niveis elevados
de VEGF podem estar associados a atividade da doenca no
LES.>* Além disso, o polimorfismo no gene VEGFR? j4 foi cor-
relacionado com doencas vasculares e pode influenciar na
integridade, reparacéo e fungéo do endotélio.?

Além da associagao dos niveis de VEGF com a atividade da
doenca no LES, encontrou-se ainda que o VEGF estd correla-
cionado com outras manifestacoes da doenca, como a nefrite
lapica, e com uma maior espessura média das tinicas média
e intima da carétida®'® e hipertensdo pulmonar'® e inversa-
mente correlacionado com a contagem de plaquetas.” Apesar
de ter sido relatado que o anticorpo antiproteina P ribossomal
possa influenciar na patologia do lipus neuropsiquiatrico por
meio da elevacdo na producdo de VEGF pelos mondcitos,'? a
associacdo entre o lipus neuropsiquiatrico e o VEGF perma-
nece obscura.

Este estudo tem como objetivo investigar a relacdo entre o
polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP) G1612A (rs10434) do
VEGF em pacientes com LES e manifestacdes neuropsiquidtri-
cas relacionadas com o lipus.

Pacientes e método

Este é um estudo transversal que incluiu 60 pacientes que
atendiam aos critérios revisados atualizados da ACR para a
classificacdo do LES.'® Foram recrutados 30 pacientes com
manifesta¢des neuropsiquidtricas do LES (LESNP) (Grupo A)
dos departamentos de Reumatologia e Neurologia de hospi-
tais universitarios do Cairo de maio de 2013 a maio de 2015. As
manifesta¢des neuropsiquidtricas do LES (LESNP) foram defi-
nidas pela presenca de acidente vascular encefélico atual ou
pregresso, ataque isquémico transitério, psicose, convulsdes,
confusdo mental e/ou disfuncdo cognitiva. Selecionaram-
-se outros 30 pacientes consecutivos sem envolvimento NP
(Grupo B) para corresponder ao mesmo numero de pacientes
com envolvimento NP. Obtiveram-se consentimentos infor-
mados dos pacientes e o estudo foi aprovado pelo comité
de ética local. Fez-se em todos os pacientes uma anam-
nese abrangente e um exame clinico completo, com énfase
especial no envolvimento neuropsiquidtrico. Excluiram-se
do estudo pacientes que apresentassem doenca renal ativa,
hipertensao pulmonar, hipertensao arterial, artrite ativa e
trombocitopenia.

Em todos os pacientes, o SNP G1612A (rs10434) na
regido 3’ ndo traduzida (3’-UTR) do gene VEGF foi genoti-
pado por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(RT-PCR).

Isolamento do DNA

Isolou-se o DNA gendmico de leucécitos do sangue perifé-
rico com o kit High Pure PCR Template Preparation (Roche
Diagnostics GmbH, Roche Applied Science, 68298 Mannheim,
Alemanha). O isolamento foi feito de acordo com as instrugdes
dos fabricantes.


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

REV BRAS REUMATOL.2017;57(2):149-153 151

Genotipagem do VEGF por RT-PCR

A PCR em tempo real foi feita pelo Carousel-Based System,
Lightcycler 2.0, com o kit master mix, kit Lightcycler fast start
Master Hybprobe (Roche Diagnostics GmbH, 68298 Mannheim,
Alemanha), em conjunto com o kit LightSNiP rs10434 VEGFA
(TIB MOLBIOL GmbH - Eresburgstrasse 22-23, D-12103 Berlin,
Alemanha) que continha os primers necessarios para a reacao.

O kit Lightcycler fast start Master Hybprobe é um Hot
Start Reaction Mix para PCR que usa sondas HybProbe como
formato de detecgdo. O formato LightCycler HybProbe baseia-
-se no principio da transferéncia de energia de ressonancia
de fluorescéncia (FRET), em que sondas oligonucleotidicas
especificas de duas sequéncias, marcadas com diferentes
corantes (doadores e receptores), foram adicionadas a mistura
de reacdo além dos primers de PCR. A quantidade de fluo-
rescéncia produzida pela marcagdo na sonda é diretamente
proporcional a quantidade de DNA-alvo produzido durante o
processo de PCR. A reacao de PCR foi feita de acordo com as
instrucdes do fabricante e foi acompanhada pela anadlise da
curva de melting (curva de fusao).

Andlise estatistica

Os dados foram descritos estatisticamente em termos de
média +desvio padrdo (+ DP), mediana e intervalo, ou
frequéncias (nimero de casos) e percentagens, quando apro-
priado. Usou-se o teste de qui-quadrado para comparar
varidveis qualitativas. A correlacdo entre os parametros foi
feita por meio do coeficiente de correlacdo de Pearson. As
diferencas entre os grupos foram consideradas estatistica-
mente significativas em caso de valores de p inferiores a 0,05 e
altamente significativos se inferiores a 0,01. Todos os calculos
estatisticos foram feitos com a versao 16 do programa SPSS
(Statistical Package for the Social Science; SPSS Inc., Chicago, IL,
EUA) para Windows.

Resultados

Os dados demograficos e os parametros laboratoriais do pre-
sente estudo sdo apresentados na tabela 1. Os grupos foram

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas e duragdo da

doenca nos pacientes com LES do grupo A (LESNP) e
grupo B (sem manifestaces neuropsiquiatricas)

Grupo A (n=30) Grupo B (n=30) P

Idade

Intervalo 19-52 21-55,0 0,3

Média + DP 31,9+7,6 343486 NS
Sexo

Masculino 1(3,3) 3 (10) 0,6

Feminino 29 (96,7) 27 (90) NS
Duragdo da doenga

Intervalo 1,0-12 1,0-11 0,9

Média + DP 5,543,5 5,5+3,3 NS

NS, nao significativo.

pareados por idade e sexo, sem diferencas significativas na
duracéo da doenca (p=0,9).

As manifestagdes neuropsiquidtricas nos pacientes do
grupo A (LESNP) sdo descritas a seguir: nove (30%) apresen-
tavam diagnéstico de psicose, oito (26,7%) tinham convulsoes,
cinco (16,7%) tiveram ataques isquémicos transitérios (AIT),
quatro (13,3%) tiveram acidente vascular encefélico, trés (10%)
tinham mielite transversa (TM) e um (3,3%) tinha depressao.
As manifestacdes clinicas do grupo B foram: manifestacoes
mucocutédneas, artralgia, leucopenia, anemia hemolitica e
serosite.

As caracteristicas laboratoriais, incluindo a distribuicédo
genotipica da populacdo do estudo, sdo mostradas na
tabela 2.

Discussao

O LES é uma doencga autoimune multissistémica.’* No ldpus,
a inflamacdo sistémica cronica leva a ativacdo de células
endoteliais vasculares que por sua vez leva a um aumento
substancial em fatores angiogénicos que desempenham um
papel significativo na permeabilidade vascular, no cresci-
mento vascular e na resposta inflamatdria, o que leva a
destruicdo dos vasos sanguineos e a disfuncéo de érgdos inter-
nos grave.®

O VEGF também estd envolvido na fungédo renal e pulmo-
nar, além de atuar como um fator de sobrevivéncia para as
células neuronais.'® Os polimorfismos em genes que regulam
a angiogénese podem afetar a resposta a um estimulo angi-
ogénico e, assim, afetar a susceptibilidade e/ou a progressao
da angiogénese dependente da doenca. Em estudos prévios de
genes, os polimorfismos no VEGF e receptor do fator de cres-
cimento vascular endotelial 2 (VEGFR2) estiveram claramente
associados ao desenvolvimento de doencas dependentes de
angiogénese.’

Os niveis circulantes de VEGF sdo altamente hereditarios;
no entanto, o gene VEGF é altamente polimérfico, com cente-
nas de polimorfismos atualmente descritos no banco de dados
Single Nucleotide Polymorphism (dbSNP). Isso inclui pelo menos
trés polimorfismos que sdo relativamente comuns e podem
afetar a expressao do VEGF. Considerou-se que o polimorfismo
de insercao/delecdo (I/D) na posicdo -2549da regido promo-
tora e o polimorfismo -634G/C (rs2010963) localizado no 5’-UTR
estdo associados a um aumento na expressido do VEGE'™ O
polimorfismo 936 C (rs3025039) localizado no 3'UTR também
estd associado a niveis séricos substancialmente aumentados
de VEGE?®

Em decorréncia da implicagdo do VEGF como um modu-
lador da angiogénese, proliferacdo e migracdo de células
endoteliais, o objetivo do presente estudo foi investigar a pos-
sivel relacdo entre polimorfismos no gene que codificam para
o VEGF e manifestacdes neuropsiquiatricas em pacientes com
LES.

No presente estudo, encontrou-se uma diferenca estatis-
ticamente significativa nas frequéncias genotipicas e alélicas
entre os pacientes do grupo A (aqueles com manifestacoes
neuropsiquiatricas) e pacientes do grupo B (aqueles sem
envolvimento neuropsiquiatrico) (AA [70% vs. 13,3%, p <0,001]
e GG [10% vs. 66,7%, p <0,001]).
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Tabela 2 - Comparacao entre os dados laboratoriais em pacientes com LES do grupo A (LESNP) e grupo B (sem

manifestacdes neuropsiquiatricas)

Grupo A (n=30) Grupo B (n=30) )
ANA
+ve 28 (93,3) 25 (83,3) 0,4
—ve 2 6,7) 5 (16,7) NS
DNA
+ve 11 (36,7) 10 (33,3) 1
—ve 19 (63,3) 20 (66,7) NS
Genétipo VEGF
AA 21 (70) 4 (13,3) <0,001
AG 6 (20) 6 (20) 1
@@ 3 (10) 20 (66,7) <0,001
VHS 48,8+£32,3 (5-12) 48,2 + 34,9 (12-150) 0,9
Hb 12,3+ 1,4 (9,5-15,3) 12,3+1,5 (9,3-15,3) 0,9
CL 8,44+2,5(3,8-16) 7,6+1,5(3,8-9,5) 0,1
PLT 246,2 + 77,4 (80-466) 229,8 +42,3 (130-321) 0,3

ANA, anticorpos antinucleares; CL, contagem de leucécitos; Hb, hemoglobina; PLT, contagem de plaquetas; VEGF, fator de crescimento vascular

endotelial; VHS, velocidade de hemossedimentacao.

Os resultados sdo apresentados como nuimero (%) ou média + DP (intervalo).

Embora nenhum dos estudos anteriores tenha focado
no polimorfismo do gene VEGF e sua associacdo com o
LESNP, estudou-se a relacao entre esse polimorfismo e outras
manifestacdes relacionadas com o ldpus; descreveu-se a
relacdo significativa do gene (VEGF) +405GG com a nefrite
lipica.”! Da mesma maneira, a relacdo entre os seis SNP
do gene VEGF (rs2010963, rs3024994, rs3025000, rs3025010,
rs3025035 e rs833070) e a susceptibilidade ao LES no norte
da China foi pesquisada em 44 pacientes.?” O estudo relatou
que a frequéncia do alelo A rs833070 foi significativamente
maior nos pacientes com LES do que nos controles e o GG
rs833070 diminuiu a susceptibilidade a artrite em pacientes
com LES.

Limitacoes

O pequeno numero de pacientes incluidos no estudo e a
auséncia de estudos semelhantes com foco na relagdo entre
o polimorfismo do gene VEGF e manifestacées neuropsi-
quiatricas relacionadas com o lipus séo as limitacdes mais
importantes deste estudo. No entanto, este trabalho pode ser
considerado um estudo piloto; ele pode abrir portas para
o futuro, para estudos feitos em grandes populagdes
para estabelecer o impacto real do polimorfismo gené-
tico do VEGF na patogénese ou nas caracteristicas clinicas das
manifesta¢des neuropsiquidtricas do LES. Além disso, outros
estudos com avaliacdo dos niveis séricos de VEGF em paci-
entes com manifestacées neuropsiquidtricas poderiam ser
benéficos.

Mensagem chave

O SNP G1612A (rs10434) do gene VEGF pode representar um
aumento na susceptibilidade ao envolvimento neuropsiquia-
trico em pacientes com LES.

Conflitos de interesse

Os autores declaram nao haver conflitos de interesse.
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