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RESUMO

A XRCC1 é uma proteina envolvida em mecanismos de reparo a
danos oxidativos, como o reparo por excisdo de base (BER). Polimorfismos
no gene que codifica esta proteina podem estar influenciando na
susceptibilidade ao Lupus Eritematoso Sistémico (LES) uma vez que
estimulos ambientais, assim como a propria natureza inflamatéria da
doencga, podem causar danos ao DNA. Dessa forma, o objetivo do estudo foi
investigar uma possivel associa¢cao entre o polimorfismo no cédon 194 do
gene da XRCC1 (Arg194Trp) e o desenvolvimento de LES em pacientes do
Rio Grande do Sul, considerando o grupo total e estratificando de acordo
com as manifestagdes clinicas e laboratoriais. Foi estudado um total de 240
pacientes e 214 individuos controles. A genotipagem foi realizada por PCR-
RFLP. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
entre as freqliéncias alélicas (p Fischer = 0,105) e genotipicas (p Fischer =
0,294) comparadas entre pacientes e controles. Quando o grupo de
pacientes foi estratificado segundo suas caracteristicas clinicas, foram
encontradas associagbes significativas com os gendtipos derivados da
variante polimoérfica e a presengca de rash discoide (p Fisher = 0,004),
anticorpos anti-DNA (p Fisher = 0,013) e anticorpos anti-Scl70 (p Fisher =
0,031). Os dados sugerem que ha uma possivel influéncia do polimorfismo
Arg194Trp na predisposicao a certas caracteristicas clinicas e laboratoriais

da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Lupus Eritematoso Sistémico, Reparo de DNA, X-Ray
Repair Crosscomplementing Group 1 (XRCC1), polimorfismo Arg194Trp,
susceptibilidade genética.



1. INTRODUCAO

1.1 Lupus Eritematoso Sistémico (LES)

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenga auto-imune
grande complexidade, cujas manifestacées clinicas variam entre o0s
pacientes (Anolik 2007). O curso desta doenca geralmente envolve periodos
de atividade e de remissdo. Suas principais consequéncias sao febre,
fraqueza, artrite, eritemas (rashes) cutaneos e disfuncao renal.

O LES caracteriza-se pela formagdo nao-controlada de auto-
anticorpos e pela excessiva deposicdo de complexos imunes em diversos
tecidos causando inflamacao e dano sistémico (Castro, Balada et al. 2008).
Os auto-anticorpos formados podem atuar contra uma ampla variedade de
antigenos teciduais 6rgao-especificos, tanto nucleares como de superficie
celular. Alguns dos antigenos nucleares alvo incluem DNA, histonas e
pequenas ribonucleoproteinas; enquanto antigenos de superficie celular
estdo, por exemplo, em plaquetas e eritrécitos, além de fatores de
coagulagdo. Quando os complexos antigeno-anticorpo comegcam a se
depositar nos tecidos, ocorre 0 que se chama de hipersensibilidade do tipo
lll, onde ha ativagdo da cascata do complemento (Kindt, Goldsby et al.
2008). Todo esse processo resultara em dano tecidual, de acordo com o
orgao afetado.

Os mecanismos precisos envolvidos na origem desta doenca néo
estdo claros, mas sabe-se que o LES pode ser desencadeado por fatores
ambientais, como certas drogas e exposicao ao sol, bem como por fatores
hormonais. Ainda, diversos estudos mostram evidéncias de susceptibilidade
genética na patogénese da doenca. Todos estes fatores contribuem, em
conjunto, com a expressao de auto-anticorpos pelo organismo.



1.2  Manifestacoes

O LES é uma doenca de caracteristicas clinicas e sorologicas
diversas. Sua evolugao € geralmente crdnica, onde periodos de atividade se
intercalam com periodos de remissdo. Essa heterogeneidade leva a
inconsisténcias na classificacdo e na avaliagdo de pacientes com LES,
principalmente naqueles estudos que avaliam a melhor terapia a ser utilizada
(Hay 1995).

Dessa forma, com o objetivo de permitir um diagndstico mais confiavel
e auxiliar os médicos nos cuidados primarios, convencionou-se realizar o
diagnéstico de LES através da associagdo de achados clinicos e
laboratoriais, conforme os critérios de classificagdo propostos pelo American
College of Rheumatology (ACR) em 1982 (Tabela 1), que foram revisados
em 1997 (Tan, Cohen et al. 1982; Hochberg 1997). Entretanto, como a
determinacdo de presenca ou relevancia de um critério exige frequente

interpretacao, estes critérios sdo inevitavelmente controversos (Manzi 2001).

Critérios para Classificacao de LES

—_

Rash malar

Rash discoide
Fotossenssibilidade
Ulcera oral

Artrite

Serosite

Alteragéo renal
Alteragao neuroldgica

Alteragdo hematolégica

= © ® N oA WD

0. Alteracao imunolégica

—_
—

Anticorpo antinuclear

Tabela 1: Pacientes necessitam preencher, no minimo, quatro desses onze

critérios para serem diagnosticados com LES (modificado de Hay, 1995).



Os principais sintomas que constituem a doencga incluem perda de
peso, mal-estar e letargia, sendo que qualquer sistema organico pode ser
afetado. A lesédo cutanea € a caracteristica mais frequente, e consiste em
uma erupcao eritematosa em areas expostas cronicamente a luz ultravioleta,
como a testa, as bochechas, o pescogo, os bragcos e as maos. Existe uma
ampla variedade de manifestagées na pele, além do tipico rash malar, que
se caracteriza como um eritema em forma de “asa de borboleta”. Lesdes
discoides também podem ser observadas, podendo estas regredir sem
qualquer sequela, ou resultarem em cicatrizes cutaneas. Também pode
haver urticaria, bolhas, puarpura, areas de vitiligo, nédulos subcuténeos e
espessamento da pele. Ulceras orais, geralmente no palato mole ou duro,
sao comuns e normalmente indolores. Ainda, a alopecia no LES pode ter
varias formas, algumas vezes junto com erupcdes cutaneas discoides, mas
mais freqlentemente aparecendo como uma perda difusa de cabelos, que é
revertida apos o surto agudo (Boey 1998; Manzi 2001).

Efeitos nas articulagdes sao vistos em mais de 95% dos pacientes.
Qualquer articulagdo pode ser acometida e hd semelhangca com a artrite
reumatoide, com a diferenga que é rara a ocorréncia de erosdes désseas e
deformidade grave. Pericardite e pleurite s&o, respectivamente, tipicas
manifesta¢cdes cardiacas e pulmonares, podendo haver acumulo de fluido e
dor. As desordens hematolégicas mais comuns incluem anemia, leucopenia,
linfopenia e trombocitopenia (Manzi 2001). Ainda, eventos cardiovasculares
tém se mostrado como grandes causas de morbidade e mortalidade nos
pacientes com LES (Bruce, Urowitz et al. 2003).

O comprometimento renal é freqliente e grave no LES, afetando cerca
de 30% dos pacientes com a doenca. E uma das complicagdes mais
perigosas e de dificil tratamento que um paciente pode desenvolver. Esse
comprometimento vai desde minimos tracos de proteinuria e de alguns
cilindros hematicos até a hematuria macica, proteinuria e insuficiéncia renal.
Acometimento neuropsiquiatrico € visto em aproximadamente 20% dos

casos, sendo mais frequente a presenca de psicose e depressdo (Manson



and Rahman 2006). A pneumonia também causa morbidade e mortalidade
no LES, representando a doenga pulmonar mais comum nesta populagdo. A
taxa de infecgées no LES parece ser maior que em outras doengas auto-
imunes e estados imunocomprometidos e, visto a importancia clinica da
infeccdo no LES, trabalhos tém avaliado fatores de risco clinicos e
demogréficos por infecgéo, incluindo idade, raga, nivel de escolaridade,
acesso a planos de saude, severidade ou duragdo do LES, presenca de
leucopenia e uso de terapias imunossupressoras (Kinder, Freemer et al.
2007). Além disso, pacientes com LES podem apresentar outras doencas
auto-imunes concomitantes (Monticielo, Mucenic et al. 2008).

A morte nos pacientes pode ser devido a atividade do LES,
principalmente quando 6rgdos ou sistemas vitais estdo envolvidos, a
complicagbes decorrentes do tratamento, como no caso de infec¢des devido
a imunossupressao, ou a sequelas de longo prazo (Bernatsky, Boivin et al.
2006).

1.3 Epidemiologia do LES

Embora considerada como uma doencga rara, o LES é relativamente
comum em certos grupos. Isso pode ser devido ao desenvolvimento de
diversos testes imunoldgicos que passaram a identificar casos atipicos e
benignos que antes nao podiam ser diagnosticados. Muitos estudos
epidemiolégicos sobre essa doenca tém sido feitos ao redor do mundo,
sendo que a maior quantidade de dados disponiveis se refere aos Estados
Unidos da América e a Uniado Européia (Jimenez, Cervera et al. 2003).

Sabe-se que a prevaléncia de LES pode variar de 17 a 48/100.000
individuos na populagao mundial (Tebbe and Orfanos 1997), sendo em torno
de 10 vezes mais comum em mulheres do que em homens, e tipicamente
inclui mulheres em idade reprodutiva (Cervera, Khamashta et al. 2003).

Muitos estudos sobre a prevaléncia de LES na populacdo em geral
mostram diferencas marcantes. Essa variacao de resultados pode ser devido

ao tipo de metodologia utilizada na avaliagdo de casos, bem como a causas
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socio-econémicas. Entretanto, diferengas geograficas nao podem ser
excluidas e podem ser resultado da variabilidade de fatores genéticos e
ambientais nas diversas populagbes. Dessa forma, o LES é mais
comumente encontrado em alguns paises e, mesmo em um Unico pais,
certos grupos étnicos parecem ser mais susceptiveis a desenvolver a
doenca do que outros (Lau, Yin et al. 2006). Quando comparada a da
populacdo européia, a prevaléncia de LES é maior nas populagdes
americanas afro-descendentes, afro-caribenhas, nativas norte-americanas,
indianas, polinésias e chinesas (Molokhia and McKeigue 2006).

Uma pesquisa feita com a populag¢ao da cidade de Natal, no nordeste
brasileiro, mostrou uma incidéncia de LES de 8,7 casos para cada 100.000
pessoas por ano. Para mulheres, a incidéncia calculada foi de 14 casos para
cada 100.000 pessoas por ano, e para homens de 2,2 casos a cada 100.000
por ano. A média de idade de novos casos de LES esteve em torno de 31,8
anos nesse estudo, sendo 31,4 anos para mulheres, e 35 anos para homens
(Vilar and Sato 2002).

Determinar a causa de morte em pacientes com LES pode ser
complicado em diversos casos, devido a natureza complexa da doenca.
Geralmente, a mortalidade precoce, que ocorre dentro de cinco anos a partir
do inicio da doencga, tem sido associada a atividade lupica, principalmente
quando ha acometimento renal e do sistema nervoso central. Ja a
mortalidade tardia, que ocorre apds cinco anos do inicio da doenga, mostra-
se relacionada a doengas malignas ou cardiovasculares, devido a
complicagdes da doenca e do tratamento. As infecgbes também tém sido
principais causas de mortalidade em qualquer estagio da doenga, e sao
potencialmente  decorrentes da  imunossupressdao  (Ruiz-Irastorza,
Khamashta et al. 2001; Jimenez, Cervera et al. 2003).

Nos ultimos 40 anos, houve significativa melhora na sobrevida de
pacientes lupicos. Enquanto que, na primeira metade do século 20, o LES
era descrito como “de modo geral, uma doenga progressiva que se encerra
fatalmente”, com um tempo habitual de aparecimento até a morte variando

de 3 meses a 1 ano (Borchers, Keen et al. 2004) e estudos no ano de 1955
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mostravam uma taxa de sobrevivéncia em cinco anos inferior a 50%, os
ultimos trabalhos tém indicado que mais de 93% dos pacientes com LES
sobrevivem por cinco anos e 85% por dez anos (Jimenez, Cervera et al.
2003).

De fato, muitos avangos estdo contribuindo para esse melhor
prognostico da doenga, como o diagndstico precoce e a utilizacdo de
terapias mais adequadas. Ha alguns anos a terapia utilizada envolvia uma
série de procedimentos, incluindo transfusdes repetidas, injecoes
intravenosas de vacinas contra Streptococcus, vitamina B concentrada,
dentre outros. Com o passar do tempo e o avanco da area médica, 0s
métodos terapéuticos utilizados vém mudando drasticamente. A introducéo
de corticosterdides, agentes imunossupressores, novos agentes
antimicrobianos, anti-hipertensivos, medicamentos que reduzem os niveis de
colesterol, além de didlise crbnica, transplante renal e o tratamento mais
eficiente de condicées de comorbidade, como hipertenséo e hiperlipidemia,
desempenharam um importante papel para reforgcar ainda mais a
sobrevivéncia dos pacientes (Borchers, Keen et al. 2004).

Como ja mencionado, as manifestagdes, assim como a gravidade da
doencga, podem variar em diferentes grupos populacionais, razao pela qual
se deve avaliar com cuidado os trabalhos realizados em grupos
populacionais distintos.

1.4 Etiologia

Permanecem desconhecidos os exatos mecanismos envolvidos na
etiologia do LES, porém ha evidéncias da participacao de fatores hormonais
e ambientais, bem como genéticos, na patogénese da doenca (Garred, Voss
et al. 2001). Dessa forma, o LES pode ser entendido como uma patologia de
causa multifatorial, onde varios estimulos ambientais (e potencialmente
hormonais) atuam sobre um individuo geneticamente susceptivel (Cooper,
Dooley et al. 1998).
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1.4.1 Fatores Ambientais

E inquestionavel a contribuicdo ambiental para a expressdo do LES.
Mudancas epigenéticas, como a metilacado do DNA, tém sido consideradas
como fatores ambientais associados com a doenca. A exposi¢cdo a luz
ultravioleta é um fator de risco conhecido e varias toxinas ambientais, como
as presentes no cigarro, estdo sendo consideradas em estudos
epidemiolégicos (Rahman and Isenberg 2008).

Estudos sugerem que os raios ultravioletas podem estimular os
queratinécitos a expressar antigenos nucleares em sua superficie,
aumentando a secrecdo de citocinas que estimulariam linfocitos B a
producdo de anticorpos auto-reativos (Lehmann, Holzle et al. 1990;
Casciola-Rosen, Anhalt et al. 1994).

O virus Epstein-Barr (EBV) também tem sido identificado como um
possivel fator no desenvolvimento do LES. Este virus pode residir em células
B ou interagir com esses linfécitos. Segundo Gross et al. (2005) foi
observada uma alta freqiéncia de células B infectadas com EBV em
pacientes lUpicos comparados com controles, sendo as células infectadas
predominantemente linfocitos B de memoéria. Nao houve relacdo com a
terapia de imunossupressores e pacientes com LES ativo possuiam um
maior numero de células infectadas do que pacientes com a doenca
quiescente (Gross, Hochberg et al. 2005). Entretanto, ha um paradoxo no
fato de que embora 90% da populagdo adulta esteja infectada com o virus
EBV, a prevaléncia de LES permanece baixa. Isso acentua o carater
multifatorial desta patologia (D'Cruz, Khamashta et al. 2007). Outros virus,
como Citomegalovirus, Parvovirus B19 e alguns retrovirus, também foram
relacionados ao LES, porém as evidéncias ainda sdo controversas.
Infeccdes como tripanossomiase e micobacterioses poderiam induzir a
producdo de anticorpos contra DNA e sintomas semelhantes ao LES (Via
and Handwerger 1993; Steinberg 1995).

Metais pesados, como por exemplo, mercuario, podem induzir doenca

renal auto-imune ou sindromes similares ao LES em alguns sistemas
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experimentais, mas estudos com humanos que corroboram essas evidéncias
séo limitados. Por outro lado, existem muitos estudos epidemiolégicos que
relacionam a poeira de silica com o LES e outras doengas auto-imunes
(Cooper, Dooley et al. 1998).

1.4.2 Fatores Hormonais

O LES € uma doenca que afeta principalmente mulheres em idade
reprodutiva e isso sugere um forte papel de horménios estrogenos no
desenvolvimento da doenca. Estudos experimentais em camundongos
demonstraram exacerbagcdo da doenca na presenca de estrogénios e
melhoria por horménios androgénios (Ansar Ahmed, Penhale et al. 1985).
Outros estudos sugerem que ha relacdo causal ou modulatéria entre o LES
e a atividade dos hormdnios estradiol, testosterona, dehidroepiandrosterona
(DHEA), progesterona e prolactina (McMurray and May 2003).

Diferencas entre pacientes do sexo masculino e feminino em relagéo
a andrégenos e estrogenos, entretanto, ndo explicam completamente a
distribuicdo de LES e de outras doengas auto-imunes por idade e sexo e ndo
podem explicar diferengas nos riscos de ocorréncia e morbidade associados
a cada sexo (Cooper, Dooley et al. 1998).

Uma questao persistente € que se o risco de desenvolvimento de LES
esta relacionado com a exposicao a estrogénio, € de se esperar um risco
reduzido da doenga em mulheres com uma menopausa natural mais
precoce. Entretanto, ndo ha dados de estudos epidemiolégicos para apoiar
ou refutar essa hipétese. Além disso, uma menopausa precoce pode ser
uma manifestacao de uma condi¢do auto-imune, podendo estar relacionada
com o LES. Se este for 0 caso, a idade da menopausa poderia gerar uma
confusdo de associacao entre a duracdo do uso da terapia de reposicao
hormonal e o risco de desenvolver o LES (Cooper, Dooley et al. 1998).

Devido as muitas questdes sobre o envolvimento dos horménios na

patogénese do LES, pesquisas a respeito de fontes genéticas e ambientais
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de variabilidade no metabolismo hormonal podem  contribuir
substancialmente para o entendimento da etiologia do LES.

1.4.3 Susceptibilidade Genética

Ha claras evidéncias da forte base genética no desenvolvimento do
Lupus Eritematoso Sistémico e, durante cerca de 20 anos, estudos de
associagao vém sendo feitos para tentar elucidar o papel genético envolvido
nessa doenga.

Sao raras as doencas que sao atribuidas a apenas uma mutacdo em
um gene, onde o padrdo de heranga segue as leis da genética Mendeliana
classica. Em doencas complexas, como o LES, sabe-se que muitos fatores
genéticos interagem com fatores ambientais determinando susceptibilidade a
doenca, e um gene apenas nao é suficiente para a expressao patolégica
(Lindqvist and Alarcon-Riquelme 1999). No caso do LES, a interagdo de
diferentes genes predispée a desordem imunoldgica que, em dado
momento, conduz a falha de mecanismos de tolerancia imunoldgica,
permitindo ativacao policlonal de linfocitos B, com consequente produgédo de
auto-anticorpos, formac¢ao de imunocomplexos e deposi¢ao dos mesmos em
orgaos (Monticielo, Mucenic et al. 2008).

De 5-12% dos familiares de pacientes com LES desenvolverdo a
doencga, o que representa um risco 100 vezes superior ao da populacao em
geral (Arnett, Reveille et al. 1984). Outros estudos mostram que parentes de
pessoas com LES ndo necessariamente apresentam essa doenca, as vezes
apresentando outra desordem autoimune (Brunjes, Zike et al. 1961;
Lawrence, Martins et al. 1987). Criancas nascidas de maes lUpicas tém teste
positivo para fator antinuclear em cerca de 27% das vezes, sem
necessariamente desenvolver um quadro clinico compativel com LES
(Murashima, Fukazawa et al. 2004).

Tem-se estudado inumeros marcadores genéticos e determinou-se
que certos marcadores sdo mais comuns em pacientes de LES do que na

populacdo em geral. Como exemplo, tem-se o complexo principal de
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histocompatibilidade (MHC), cuja associagdo genética com o LES ja foi
demonstrada ha varios anos, principalmente em populagdes derivadas do
norte europeu. HLA-DR2 e HLA-DR3 estdo associados a aumento no risco
da doencga (Castro, Balada et al. 2008). Estudos apontam outros genes
como importantes na patogénese do LES, como por exemplo, genes de
receptores Fc da imunoglobulina G (Jonsen, Bengtsson et al. 2004). Esses
receptores ligam-se a fragmentos Fc da imunoglobulina G (IgG) e
transmitem sinais efetores em diversos tipos de células do sistema imune.
Variantes alélicas nos genes desses receptores que levam a redugédo da
afinidade de ligacdo a subclasses de IgG sdo bons candidatos em estudos
de predisposicdo ao LES, uma vez que levam a ineficiente remogéo dos
imunocomplexos (Castro, Balada et al. 2008). Deficiéncias hereditarias,
completas e parciais, de diversos componentes do sistema complemento,
tais como C1q, C1r, C1s, C4 e C2, e alelos nulos de C4A (C4AQ0), também
foram descritas como fatores de predisposicdo ao LES (Huang, Wang et al.
2003; Saevarsdottir, Kristjansdottir et al. 2006).

Desordens do sistema imune, que incluem defeitos na sua regulagao,
como por exemplo, falhas na ativagédo e diferenciagéo funcional de células B,
células T, células dendriticas, entre outras ceélulas, foram associadas a
presenca de diferentes variantes génicas. Esses fatores também podem
estar relacionados a alteracdo na degradacéo de proteinas, ao transporte
anormal de peptideos através das membranas celulares, defeitos na cascata
do complemento, disfuncdo reticulo-endotelial, producdo anormal de
imunoglobulinas, células apoptéticas e liberacdo de hormoénios (Garrett-
Sinha, John et al. 2008; Monticielo, Mucenic et al. 2008). Dessa forma, essas
variantes génicas e suas diversas combinacdes podem levar a respostas
anormais que, associadas a fatores ambientais, podem resultar em multiplos

processos patoldgicos e variadas expressoes clinicas do LES.
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1.5 Reparo de DNA

Sabe-se que as células humanas estdo constantemente sendo
expostas a diversos tipos de agentes genotdxicos, tanto de origem
enddgena como exdgena. Sistemas de reparo de DNA séo responsaveis por
manter a integridade do genoma das células frente a danos causados pelo
ambiente e por erros de replicacdo celular (Sobti, Mahdi et al. 2009).
Estudos revelam que mecanismos deficientes de reparo resultam na falha de
funcdes vitais, estando associados com cancer, defeitos de nascimento e
envelhecimento acelerado (Meza-Espinoza, Peralta-Leal et al. 2009).
Polimorfismos em genes envolvidos no reparo do DNA podem alterar a
funcéo protéica e causar defeitos na capacidade de reparo, o que leva a
instabilidade genética e, eventualmente, a carcinogénese (Batar, Guven et
al. 2009).

Danos induzidos ao DNA por hidrélise, espécies reativas de oxigénio,
agentes alquilantes, radiagdo ionizante, entre outros, modificam as bases
nitrogenadas e a estrutura da dupla-hélice. O principal mecanismo utilizado
na remogao de bases modificadas no organismo € o reparo por excisao de
base (BER, do inglés Base Excision Repair), considerado como a primeira
defesa contra agentes endogenos e exdgenos (Dalhus, Laerdahl et al. 2009;
Kiran, Saxena et al. 2010). O BER inicia-se por uma DNA-glicosilase lesao
especifica e completa-se seguindo por um dos dois sub-caminhos: um curto
(short-patch BER), no qual apenas um nucleotideo é substituido, ou um
longo (long-patch BER), onde de 2-13 nucleotideos sao substituidos
(Almeida and Sobol 2007). A maioria dos reparos ocorre pela via mais curta,

onde ha a maior participacao da proteina XRCC1 (Figura 1).
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Figura 1: O processo se inicia por uma glicosilase que hidrolisa a ligacao
glicosidica entre a base da leséo e as moléculas de desoxirribose, formando
um sitio AP (apurinico ou apirimidinico). Este sitio é reconhecido e clivado
pela AP endonuclease (APE1), deixando na fita danificada uma extremidade
3’ OH e outra 5’ desoxirribose-fosfato (5°dRP). Entdo, a DNA polimerase 3
(pol B) hidrolisa a 5’dRP e preenche a lacuna deixada na fita, para que, logo
em seguida, ocorra a ligacao pela DNA Ligase lll. A XRCC1 age como uma
proteina ancora, interagindo com todas as outras (modificado de Almeida e
Sobol, 2007).



18

1.6  X-Ray Repair Crosscomplementing Group 1 (XRCC1)

A XRCC1 é conhecida como uma importante proteina envolvida no
reparo de excisdo de base (BER), participando como uma proteina
multidominio que serve como ancora desse mecanismo, interagindo com e
estimulando a maioria das enzimas envolvidas nesse processo. Sua
importancia na estabilidade genética estd indicada pela alta frequéncia de
aberracées cromossémicas espontaneas e delegcbes em células XRCC1
mutantes, e pela letalidade embrionaria em camundongos nocaute XRCC1
(Whitehouse, Taylor et al. 2001).

O gene que codifica a XRCC1 esta localizado no brago longo do
cromossomo 19, na posicao 19q13.2, e possui um comprimento de 32 kb,
incluindo 17 éxons. A proteina caracteriza-se pela presenca de 633
aminoacidos e um peso molecular de 70 kDa (Duell, Millikan et al. 2001).

A XRCC1 nao possui atividade catalitica por si prépria, mas age tanto
como uma plataforma como um modulador de diferentes atividades
envolvidas no BER. Ha interacdo e formagao de complexo com as proteinas
DNA polimerase 3, DNA ligase Il e poli (ADP-ribose) polimerase através das
regides N-terminal, C-terminal e central da XRCC1, respectivamente, e com
a polinucleotideo quinase humana, trazendo estas ao sitio de dano ao DNA
(Whitehouse, Taylor et al. 2001). Dessa forma, a XRCC1 fornece uma
ligacao fisica nas etapas de incisao € ligacao do BER.

Ja foram descritos diversos polimorfismos de um unico nucleotideo
(SNPs) no gene da XRCC1, entretanto, apenas oito sdo variantes nao
sinénimas. Dentre essas, os trés SNPs mais comumente analisados sdo os
que correspondem ao coédon 194 (mudanca de arginina para triptofano), ao
co6don 280 (arginina para histidina), e ao cédon 399 (arginina para glicina).
Esses polimorfismos podem influenciar a interagdo da proteina com outras
enzimas do BER, pois ocorrem em regides evolutivamente conservadas, que
sdo importantes para a fungdo da XRCC1. Consequentemente, podem
alterar a eficiéncia da atividade de reparo, pois alteram a interacéao proteina-

proteina (Saadat 2010). Muitos grupos tém estudado a distribuicdo
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genotipica dos polimorfismos da XRCC1, bem como possiveis associagcoes
com doencas, principalmente canceres. No entanto, os resultados obtidos a
partir de estudos de associacéo variam entre diferentes populagdes (Kiran,
Saxena et al. 2010).

O polimorfismo do cédon 194 (rs1799782), localizado no éxon 6 do
gene que codifica a proteina XRCC1 caracteriza-se por uma substituicdo de
citosina por timina na posi¢éo 26304, acarretando a mudang¢a do aminoacido
arginina por um triptofano (Yan, Yanan et al. 2009). Essa variante esta
presente na regido de dobradica entre a interagdo do dominio N-terminal da
XRCC1 com a DNA polimerase B (Weng, Lu et al. 2008). A transicao da
carga positiva da arginina para o aminoacido hidrofébico triptofano nessa
regiao conservada pode alterar a funcao da XRCC1.

Assim como outros polimorfismos de proteinas de reparo de DNA que
ja foram descritos, o polimorfismo Arg194Trp pode estar influenciando a
susceptibilidade ao cancer. Muitos trabalhos estdo tentando elucidar esse
papel, mas os resultados vém mostrando-se controversos. Em um estudo
com a populacao da Carolina do Norte (EUA), ndo foi encontrada associagao
significativa deste polimorfismo com o cancer de mama (Duell, Millikan et al.
2001). Da mesma forma, em outro trabalho, ndo foi observada associacao
entre o polimorfismo Arg194Trp e o cancer de pulméo (Butkiewicz, Rusin et
al. 2001). Entretanto, um estudo sugeriu que o alelo Trp aumenta a
capacidade de reparagcao (Frosina 2004). Segundo Rohr et al. (2010), o
aumento na funcdo de XRCC1 pela presenca do alelo Trp pode levar a
protecdo contra pesticidas (Rohr, da Silva et al. 2010). De fato, a maioria dos
estudos disponiveis na literatura mostra a associagdo do alelo Trp com um
risco reduzido ao cancer, como o cancer de pulmdo e o carcinoma de
células escamosas de cabeca e pescoco (Sturgis, Castillo et al. 1999;
Ratnasinghe, Yao et al. 2001; Goode, Ulrich et al. 2002). Em um pequeno
estudo de 98 casos e 161 controles, os resultados foram contrarios aos da
maioria dos demais trabalhos. Neste caso, a presenga do alelo Trp se
mostrou como um fator de maior risco para o desenvolvimento de cancer de

cabeca e pescoco (Olshan, Watson et al. 2002).
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1.7 LES e a XRCC1

Sabe-se que o Lupus Eritematoso Sistémico caracteriza-se pela
presenca de auto-anticorpos contra uma variedade de antigenos proprios,
incluindo aqueles presentes nas membranas celulares, no citoplasma e no
nuacleo. Entretanto, dentre todos esses antigenos, o DNA tem sido
considerado o0 mais importante alvo na produgédo de auto-anticorpos no LES
(Blount, Griffiths et al. 1990). Os exatos mecanismos que levam a formagéao
desses anticorpos nao estao esclarecidos e o que esta estabelecido é que o
DNA nativo, por si s6, € pouco imunogénico (Al Arfaj, Chowdhary et al.
2007). Estudos tém demonstrado que essa antigenicidade do material
genético pode ser aumentada consideravelmente na presenca de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e drogas, entre outros agentes, que podem
causar alteracao na conformacéao da dupla-hélice, quebra nas fitas e dano as
bases nitrogenadas (Blount, Griffiths et al. 1989; Bassi, Xavier et al. 2008).

Embora a patogénese do LES seja multifatorial, a natureza
inflamatéria da doenga implica na presengca de um possivel estresse
oxidativo, que pode contribuir para a disfungao das células imunes, produgéao
de antigenos proprios e reatividade de auto-anticorpos (Zhang, Ye et al.
2010). Tem sido proposto que espécies reativas de oxigénio geradas de
fagocitos ativados ultrapassam a membrana celular e reagem com o DNA
nuclear, resultando na indugdo subseqliente de auto-anticorpos anti-DNA,
que contribuem para o desenvolvimento do LES. Foi descrito que essas
EROs podem induzir patologia em pacientes com LES, pois mantém
presente na circulacdo desses individuos uma forma antigénica do DNA
(Lunec, Herbert et al. 1994; Al Arfaj, Chowdhary et al. 2007). Segundo Ahsan
et al (2003), a deteccdo de 8-hidroxiguanosina no DNA de complexos
imunes de pacientes com LES reforgca a evidéncia de que espécies reativas
de oxigénio podem estar envolvidas na patogénese desta doenga (Ahsan, Ali
et al. 2003). Além disso, a radiacao solar ultravioleta tem se mostrado um

forte indutor de alteracbes no DNA celular por mecanismos que incluem a
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producdo de EROs e sabe-se que a fotossensibilidade € uma das
caracteristicas clinicas mais comuns de pacientes com LES (Cooke, Mistry
et al. 1997).

Levando-se em conta que os diversos estimulos ambientais
envolvidos no desenvolvimento do LES, como drogas e irradiagdo
ultravioleta, assim como a prépria natureza inflamatéria da doenca podem
produzir dano oxidativo, quebras no DNA e/ou modificagdo de bases, é de
se esperar que, uma vez produzido, esse dano ao material genético seja
reconhecido e corretamente reparado por mecanismos especificos, como o
reparo por excisao de base (BER).

Com relagdo ao Lupus Eritematoso Sistémico, ainda ha poucos
trabalhos que pesquisam uma associacao desta doenca com polimorfismos
no gene da proteina de reparo de DNA XRCC1, importante no processo de
reparo BER. Em um estudo recente com a populacédo chinesa Han, onde os
polimorfismos no cédon 194 e no cédon 399 da XRCC1 sdo comuns, foi
revelado que ha um envolvimento da variante A/G do codon 399 na
patogénese do LES. Entretanto, para o SNP no cdédon 194 nao houve
diferenca nas freqiéncias alélicas e genotipicas entre pacientes e controles
(Lin, Wan et al. 2009). Em outro trabalho, realizado na cidade de Ribeirao
Preto, no Brasil, foi investigada a eficiéncia de leucdcitos do sangue
periférico de pacientes com LES em reparar dano ao DNA induzido por
radiacdo ionizante, bem como possiveis associagcdes com a doenca de
polimorfismos em proteinas de reparo. Neste trabalho, o polimorfismo do
cbédon 399 da XRCC1 esteve associado com a presenca de anticorpos anti-
DNA e foi visto que leucécitos de pacientes com LES reparam menos
eficientemente 0 dano ao DNA induzido por radiacdo (Bassi, Xavier et al.
2008).

Com base nisso, decidimos estudar o gene que codifica a proteina de
reparo de DNA XRCC1, investigando a influéncia do polimorfismo no c6don
194 do gene que codifica esta proteina em pacientes com LES no Rio
Grande do Sul, Brasil.
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Resumo

A XRCC1 é uma proteina envolvida em mecanismos de reparo a
danos oxidativos, como o reparo por excisdo de base (BER). Polimorfismos
no gene que codifica esta proteina podem estar influenciando na
susceptibilidade ao Lupus Eritematoso Sistémico (LES) uma vez que
estimulos ambientais, assim como a propria natureza inflamatéria da
doencga, podem causar danos ao DNA. Dessa forma, o objetivo do estudo foi
investigar uma possivel associacao entre o polimorfismo no cédon 194 do
gene da XRCC1 (Arg194Trp) e o desenvolvimento de LES em pacientes do
Rio Grande do Sul, considerando o grupo total e estratificando de acordo
com as manifesta¢des clinicas e laboratoriais. Foi estudado um total de 240
pacientes e 214 individuos controles. A genotipagem foi realizada por PCR-
RFLP. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
entre as freqliéncias alélicas (p Fischer = 0,105) e genotipicas (p Fischer =
0,294) comparadas entre pacientes e controles. Quando o grupo de
pacientes foi estratificado segundo suas caracteristicas clinicas, foram
encontradas associacdes significativas com os gendtipos derivados da
variante polimoérfica e a presenca de rash discoide (p Fisher = 0,004),
anticorpos anti-DNA (p Fisher = 0,013) e anticorpos anti-Scl70 (p Fisher =
0,031). Os dados sugerem que ha uma possivel influéncia do polimorfismo
Arg194Trp na predisposicao a certas caracteristicas clinicas e laboratoriais

da doenca.
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associacao.

Introducao

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenca auto-imune de
grande complexidade, cujas manifestacées clinicas variam entre os
diferentes pacientes (1). Na maioria dos casos, seu curso envolve periodos
de atividade e de remissdo. O LES caracteriza-se pela formacao néo-
controlada de auto-anticorpos predominantemente direcionados contra DNA
ou antigenos nucleares, e pela excessiva deposicdo de complexos imunes
em diversos tecidos, causando inflamacdo e dano sistémico (2). Seus
principais sintomas séo febre, fraqueza, artrite, rashes cutaneos e disfuncao
renal.

Os mecanismos exatos que levam ao desenvolvimento desta doenca
nao estdo claros, mas sabe-se que o LES pode ser desencadeado por
fatores ambientais como certas drogas e exposi¢cao ao sol, bem como por
fatores hormonais. Ainda, diversos estudos mostram evidéncias de
susceptibilidade genética na patogénese da doenca (3).

Dentre todos os antigenos, o DNA tem sido considerado o mais
importante alvo na producdo de auto-anticorpos no LES (4). Os exatos
mecanismos que levam a formacdo desses anticorpos ndo estao
esclarecidos e 0 que esta estabelecido € que o DNA nativo, por si sb, é

pouco imunogénico (5).
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Tem sido demonstrado que essa antigenicidade do material genético
pode ser aumentada consideravelmente na presenca de, entre outros
agentes, espécies reativas de oxigénio (EROs) ou drogas, as quais podem
causar alteracao na conformacéao da dupla-hélice, quebra nas fitas e dano as
bases nitrogenadas (6, 7). Levando-se em conta que os diversos estimulos
ambientais envolvidos no desenvolvimento do LES, como drogas e
irradiacao ultravioleta, assim como a prépria natureza inflamatéria da doenca
podem produzir dano oxidativo, € de se esperar que, uma vez produzido,
esse dano ao material genético seja reconhecido e corretamente reparado
por mecanismos especificos, como o reparo por excisao de base (BER).

A XRCC1 é uma importante proteina envolvida no mecanismo de
reparo BER, desempenhando um papel central na medida em que interage e
agrega no sitio de dano ao DNA outras proteinas envolvidas neste processo,
como a DNA ligase lll, a DNA polimerase 3 e a poli (ADP-ribose) polimerase
(8).

Poucos trabalhos até entdo estudaram associacées entre
polimorfismos do gene da XRCC1 e a susceptibilidade ao LES. Os trés
SNPs mais comumente analisados sdo os que correspondem ao cédon 194
(mudanga de arginina para triptofano), ao cédon 280 (arginina para
histidina), e ao cédon 399 (arginina para glicina). Esses polimorfismos
podem influenciar a interacao da proteina com outras enzimas do BER, pois
ocorrem em regides conservadas da proteina (9).

O polimorfismo no coédon 194 do gene da XRCC1, denominado

Arg194Trp (rs1799782), tem sido analisado em muitos estudos que buscam
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entender seu envolvimento nos mais variados tipos de cancer. Os resultados
mostram-se controversos, embora grande parte dos trabalhos relate que a
variante Trp melhora a eficiéncia do reparo, reduzindo o risco ao cancer (10-
12).

Diante dessas consideracbes, e tendo em vista que apenas um
trabalho estudou a variante Arg194Trp no LES (13), o presente estudo teve
como objetivo investigar uma possivel associacdo entre a presenca do
polimorfismo no cédon 194 do gene da XRCC1 e a susceptibilidade para o
desenvolvimento de LES em pacientes do sul do Brasil, bem como a
potencial associacdo entre esta variante e a sintomatologia clinica dos

pacientes.

Materiais e Métodos

Amostras

Foram analisados 240 pacientes com lupus eritematoso sistémico e
214 individuos controles. As amostras dos individuos com LES foram
provenientes de pacientes em tratamento no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). A amostra do grupo controle € constituida de individuos
saudaveis, com banco de amostras j4 estabelecido no Departamento de
Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Foram
incluidos, neste estudo, pacientes em acompanhamento no Ambulatério de
Reumatologia do HCPA e apenas os individuos que assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido, autorizando a utilizagdo de DNA
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previamente coletado e purificado a partir de amostras de sangue para

andlise da variante polimérfica.

Caracterizagao Clinica dos Pacientes com LES

As informagbes referentes as caracteristicas clinicas e laboratoriais
dos pacientes com LES foram coletadas a partir de dados contidos nos
prontuarios médicos arquivados no Servico de Arquivo Médico e de
Informacdes em Saude (SAMIS) do HCPA. O diagnéstico de LES foi feito de
acordo com os critéerios estabelecidos pelo American College of
Rheumatology (ACR). Para cada paciente foi preenchida ficha clinica. Foram
discriminadas informacdes sobre as seguintes manifestagbes clinicas e
laboratoriais: presenga ou auséncia de rash malar, rash discoéide,
fotossensibilidade, Ulceras orais, serosite, artrite, manifestagdes
hematolégicas, manifestacbes renais, manifestacées neurolégicas e auto-
anticorpos (fator antinuclear, anticorpo anti-DNA de dupla hélice, anticorpo
anticardiolipina, anticoagulante IUpico e anticorpos contra antigenos

extraiveis do nacleo - anti-ENA).

Analise do Polimorfismo Arg194Trp

O DNA utilizado para a técnica de caracterizagdo do polimorfismo foi
extraido pelo método de salting out a partir de amostras de 5mL de sangue
periférico, como descrito por Lahiri e Nurnberger (14). A regido do gene da
XRCC1 que continha o polimorfismo Arg194Trp foi amplificada por meio da

PCR/RFLP, com os primers e as condicdes descritas por De Ruyck et al.,
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2005 (15). Apods amplificacdo, os fragmentos de 504 pb foram digeridos
overnight pela enzima de restricdo Pvull, e os genétipos foram visualizados
em gel de agarose 3% corado com brometo de etidio. Para o gendtipo
Arg/Arg foi visualizada uma banda de 431 pb, referente ao sitio de digestao
obrigatéria da enzima (o fragmento complementar da clivagem,
correspondente a 73bp nao é passivel de vizualizagdo em gel de agarose
3%); para Arg/Trp estavam presentes as bandas de 431 e 368 pb (o
fragmento complementar da clivagem, correspondente a 63bp nao é
passivel de vizualizacdo em gel de agarose 3%) essa Ultima referente a
presenca de um alelo Trp; e para Trp/Trp apenas uma banda de 368 pb

(Figura 1).

Anélise Estatistica

As freqUéncias alélicas e genotipicas da variante polimorfica foram
determinadas através da contagem dos alelos e gendétipos. As freqiiéncias
alélicas e genotipicas dos pacientes foram comparadas com as freqiéncias
observadas nos individuos controle usando-se o Teste Qui-Quadrado (x?) ou
o Teste Exato de Fisher (programas: WinPepi versao 10.5 e SPSS 18.0). Os
resultados foram apresentados na forma de frequéncia (%) e com nivel de
significancia estabelecido em alfa<0,05. Foram também realizadas
comparagdes no grupo de pacientes com LES, relacionando as variaveis
clinicas e laboratoriais desses pacientes com as freqiéncias obtidas do

polimorfismo através do Teste Exato de Fisher.
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Resultados

Frequéncias do polimorfismo Arg194Trp

As caracteristicas dos pacientes e controles com relagdo a origem
étnica e ao sexo encontram-se na tabela 1. A distribuicdo dos gendtipos
mostrou-se de acordo com o esperado, tanto no grupo de pacientes como o
de controles, satisfazendo o equilibrio de Hardy-Weinberg.

As frequéncias genotipicas e alélicas foram comparadas entre o grupo
de pacientes e controles, estando apresentadas na tabela 2. Nao foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas entre esses grupos
tanto para os genotipos (p fischer = 0,294) como para os alelos (p fischer =

0,105).

Manifestagbes clinicas e laboratoriais do LES

As frequéncias genotipicas e a presenca ou nao do alelo Trp foram
analisadas entre os pacientes e as diferentes manifestagdes clinicas e
laboratorias do LES. As caracteristicas dos pacientes quanto a presenca
dessas manifestacbes encontram-se na tabela 3, enquanto que a
distribuicdo dos genoétipos em relacdo a presenca destas manifestacdes
encontra-se na tabela 4. Na tabela 5 analisou-se a relagdo entre os
diferentes sintomas e a presenga ou nao do alelo Trp, considerando os
pacientes heterozigotos e homozigotos Trp/Trp como um sé grupo. Os
resultados mostraram uma diferenca estatisticamente significativa entre a
presencga de rash discoide e o polimorfismo Arg194Trp tanto na andlise dos

gendtipos (p = 0,004), como na andlise da presenca de Trp (p = 0,002). O
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alelo que codifica para o Trp estava em maior frequéncia nos pacientes com
rash discéide em comparacdo aqueles que nao apresentam essa
manifestacao, e isso se refletiu nos gendétipos. O odds ratio calculado foi de
3,84 (p = 0,002), com um intervalo de confianga de IC 95% = [1,69-8,70].

Com relacdo a analise da presenca de anticorpos anti-DNA, as
diferencas foram significativas (p= 0,013) apenas na analise dos gendtipos,
na qual houve predominio de heterozigotos no grupo de pacientes que nao
apresentam anti-DNA. Em contrapartida, nessa mesma analise, observou-se
predominio de homozigotos para a variante Trp nos individuos que
apresentavam anti-DNA. Quando heterozigotos e homozigotos foram
reunidos pela presenga da variante Trp, ndo houve diferenga significativa (p=
0,160).

Os dados obtidos também mostraram significancia estatistica entre a
freqliéncia dos gendétipos (p=0,031) e a presenca do alelo que codifica para
Trp (p=0,028) quando separamos o0s pacientes segundo a presenca de anti-
Scl70. Observou-se que 50% dos individuos positivos para anti-Scl70 eram
heterozigotos para a variante polimérfica contra 14% heterozigotos nos
pacientes que nao apresentam anti-Scl70, ou seja, houve um predominio de
heterozigotos no grupo de pacientes positivos para tal caracteristica clinica.
Também houve um predominio de homozigotos Arg/Arg no grupo de
pacientes sem Anti-Scl. Em relagdo a analise da presenga do alelo que
codifica para Trp, a presencga desta variante também foi predominante no

grupo de pacientes positivos para anti-Scl70.
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Discussao

Apesar do exato mecanismo envolvido na antigenicidade do DNA nao
ser conhecido, sabe-se que o desenvolvimento do LES é influenciado por
diversos fatores, incluindo sexo, etnia, variaveis ambientais e heranca
genética. Diversos estudos tém sugerido uma relacdo entre a natureza
inflamatoria da doenca e a presenca de um estado de estresse oxidativo (5,
16). Tal estado pode contribuir para a disfuncdo imunolégica das células,
producdo de auto-antigenos e reatividade de auto-anticorpos, pois esses
agentes oxidantes produzem modificagées na dupla-hélice de DNA, como
quebras de fita e modificacdo de bases, aumentando a antigenicidade do
material genético. Danos como esses também podem ser consequiéncia de
estimulos ambientais, principalmente a exposi¢éo a radiacao ultravioleta (6,
17).

Alguns trabalhos tém sugerido, através de ensaios funcionais, que
células de pacientes com LES possuem deficiéncia na capacidade de
reparar modificacées oxidativas do DNA, assim como possuem maior nivel
de dano basal ao material genético (7, 18, 19). Ainda ha poucos estudos que
buscam uma associac¢ao entre polimorfismos em genes de reparo de DNA e
o LES, principalmente no que se refere aqueles envolvidos no mecanismo
de reparo de excisdo de bases.

No presente estudo, nosso grupo investigou o polimorfismo
Arg194Trp no gene da proteina de reparo XRCC1 e o desenvolvimento de

Lupus Eritematoso Sistémico. Nao houve diferenca significativa entre a
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freqiéncia do polimorfismo em euro e afro-descendentes no grupo controle,
assim como entre homens e mulheres, motivo pelo qual as analises foram
realizadas sem subgrupamento por origem étnica ou sexo. Um trabalho
realizado com uma amostra populacional da Carolina do Norte, EUA,
também nado encontrou diferenca estatisticamente significativa entre as
freqliéncias alélicas do polimorfismo Arg194Trp entre euro e afro-
descendentes (20). Segundo Meza-Espinoza et al. (2009), que estudou a
influéncia desse polimorfismo no desenvolvimento de leucemia linfoblastica
aguda infantil, a frequéncia do Arg194Trp foi similar entre homens e
mulheres mexicanos (21).

No presente trabalho, nenhuma associagdo significativa foi
encontrada entre as frequéncias genotipicas e alélicas de pacientes e
controles, o que esta de acordo com um trabalho realizado em Taiwan (13).
Esse estudo foi o unico que, até entdo, considerou o LES e o polimorfismo
Arg194Trp.

As freqliéncias genotipicas encontradas em individuos controles neste
estudo foram similares aquelas relatadas em um trabalho com uma amostra
populacional brasileira do estado de Sao Paulo (22).

Mesmo que ndo tenhamos encontrado um resultado estatisticamente
significativo, pdde-se observar a tendéncia de maior prevaléncia da variante
Trp no grupo de pacientes. Poréem, h4 poucos trabalhos que avaliam esse
polimorfismo e LES. Dessa forma, mais estudos sdo necessarios para

esclarecer uma possivel relacao entre esse polimorfismo e a doenca.
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Analisando as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes
com LES, nossos resultados sugerem que a presenca da variante Trp, tanto
em homozigose como em heterozigose, esta associada com o
desenvolvimento de rash discoide. Atraves do calculo de odds ratio, viu-se
que a presenga deste polimorfismo aumenta 3,84 vezes a chance de um
individuo com LES desenvolver rash discéide.

Os resultados também se mostraram interessantes com relacdo a
presenca de anticorpos anti-DNA. Quando analisamos somente a presenca
da variante Trp, ou seja, juntando os heterozigotos e os homozigotos
Trp/Trp, ndo houve diferenga significativa, sugerindo que esse polimorfismo
ndo estaria influenciando na presencga de anticorpos anti-DNA. Entretanto,
quando a distribuicdo genotipica foi comparada entre pacientes positivos e
negativos para anticorpos anti-DNA, os heterozigotos estavam em menor
frequéncia no grupo com anticorpos anti-DNA, enquanto que os homozigotos
para a variante Trp estiveram mais presentes neste mesmo grupo. Esses
resultados sédo confusos e podem ser devido ao baixo numero amostral de
individuos homozigotos Trp/Trp, deixando em duvida a significancia
fisiolégica.

Com relagéo a presenca de anticorpos anti-Scl70, ou seja, um tipo de
anticorpo antinuclear, mais especificamente anti-topoisomerase |, nossos
resultados mostraram que 50% dos pacientes com essa caracteristica eram
homozigotos Arg/Arg e 50% eram heterozigotos, enquanto entre os
pacientes negativos para anticorpos anti-Scl70, 14% eram heterozigotos.

Esse dado chama a atencdo, mas considerando-se que apenas oito
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individuos eram positivos para anticorpos anti-Scl70 e que nenhum era
homozigoto Trp/Trp, a influéncia desse polimorfismo na patogénese do LES
deve ser analisada com cautela e mais estudos, aumentando o niumero de
pacientes com essa caracteristica clinica, devem ser realizados.

O presente estudo foi o primeiro que analisou e encontrou valores
significativos entre a presenca do polimorfismo Arg194Trp do gene da
proteina XRCC1 e as manifestagdes clinicas do LES, como presenca de
rash discoide, anti-DNA e anti-Scl70. Nao foram realizados estudos
funcionais, entdo nada pode ser afirmado a respeito da eficiéncia do reparo
em pacientes que possuem esse polimorfismo na nossa amostra. Assim,
pretendemos dar continuidade a estas anadlises através da aplicacdo de
testes funcionais, como por exemplo, ensaio Cometa.

Além disso, nosso grupo esta avaliando outros polimorfismos do gene
que codifica a XRCC1, como o que envolve o cédon 399, como potenciais
marcadores no LES. Trabalhos que estudaram a associacdo de
polimorfismos no gene da XRCC1 com a doenga indicam que esse
polimorfismo possui influéncia no desenvolvimento do LES (7, 13). Além
disso, estudos que avaliaram a presenca dessa variante com relacdo ao
desempenho do reparo de DNA verificaram que ela estda associada a um
reparo deficiente em resposta a mutagénicos ambientais e radiagdo
ionizante (23, 24).

Visto que o papel do polimorfismo Arg194Trp no reparo de DNA em

pacientes com LES ainda ndo esta elucidado, a analise conjunta dos
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polimorfismos nos cédons 194 e 399 nestes pacientes, bem como estudos

de desequilibrio de ligacao, podem revelar a real associagdo com a doenca.
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Figuras

Figura 1 Exemplos de genotipagem em gel de agarose 3%. Na canaleta 1
pode-se observar o marcador de peso molecular correspondente a 504pb.
Na canaleta 2 tem-se os marcadores moleculares correspondentes as
bandas de 431pb e 368pb. As canaletas 5, 6 e 7 correspondem a
genotipagem de trés individuos, um homozigoto Arg/Arg, um heterozigoto

Arg/Trp, e um homozigoto Trp/Trp, respectivamente.



Tabelas

Tabela 1 Caracteristicas dos pacientes e controles.
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Pacientes Controles
Amostra 240 214
Idade (anos)
Média + D.P. 31,49+1325 37,76 £10,3
Etnia
Euro-descendentes 76,20% 87,90%
Afro-descendentes 23,80% 12,10%
Sexo
Masculino 7,50% 41,60%
Feminino 92,50% 58,40%
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Tabela 2 Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo Arg194Trp nos

grupos de pacientes e controles.

Pacientes 2 Controles°
Genotipo n=240 n=214

Arg/Arg 200 (83,33%) 189 (88,32%)
Arg/Trp 37 (15,42%) 24 (11,21%)
Trp/Trp 3 (1,25%) 1(0,47%)
3.5, fischer = 0,294

Alelos 2n= 480 2n=428
Arg 437 (91,04%)  402(93,93%)
Trp 43 (896%)  26(6,07%)

a.b g fischer = 0,105
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Tabela 3 Caracteristicas dos pacientes quanto a presenca de manifestacées

clinicas e laboratoriais do LES.

Caracteristicas Clinicas Pacientes (n = 240)

sim Total
Rash Malar 126(52,7%) 239
Rash discoide 32(13,4%) 239
Fotossensibilidade 173(72,4%) 239
Ulceras orais/nasais 83(34,7%) 239
Artrite 194(81,2%) 239
Serosite 87(36,6%) 238
Pleurite 73(30,7%) 238
Pericardite 42(17,6%) 238
Nefrite 106(44,4%) 239
Desordens Neurologicas 33(13,8%) 239
Desordens Hematolégicas 183(76,6%) 239
FAN positivo 236(99,2%) 238
Anti-DNA 112(47,3%) 237
Anti-Sm 47(19,9%) 236
Anticardiolipina 1gG/IgM 72(30,5%) 236
Anticoagulante lupico 17(7,2%) 237
VDRL falso-positivo 14(5,9%) 237
Anti-Ro 93(41,9%) 222
Anti-La 31 (14%) 222
Anti-RNP 68(30,6%) 222
Anti-Scl70 8(3,6%) 222

Abreviagoes: FAN, fator anti-nuclear; VDRL, teste laboratorial de pesquisa de

doenga venérea.
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Tabela 4 Distribuicao genotipica do polimorfismo Arg194Trp de acordo com

a presencga ou auséncia de caracteristicas clinicas.

Gendtipos Pacientes

Arg/Arg Arg/Trp Trp/Trp  Total  valor p*

Rash malar sim 107(84,92%) 17(13,49%) 2(1,59%) 126 0,605
nao 92(81,42%) 20(17,70%) 1(0,88%) 113
239

Rash discoide sim 20(62,5%) 11(34,38%) 1(8,12%) 32 0,004
nao 179(86,47%) 26(12,56%) 2(0,97%) 207
239

Fotossensibilidade sim 148(85,55%) 23(13,29%) 2(1,16%) 173 0,242
nao 51(77,27%) 14(21,21%) 1(1,52%) 66
239

Ulceras orais/nasais sim 72(86,75%) 10(12,05%) 1(1,20%) 83 0,668
nao 127(81,41%) 27(17,31%) 2(1,28%) 156
239

Artrite sim 162(83,51%) 30(15,46%) 2(1,03%) 194 0,73
nao 37(82,22%) 7(15,56%) 1(2,22%) 45
239

Serosite sim 72(82,76%) 14(16,09%) 1(1,15%) 87 0,934
nao 127(84,11%) 22(14,57%) 2(1,32%) 151
238

Pleurite sim 62(84,93%) 11(15,07%) 0(0%) 73 0,75
nao 137(83,03%) 25(15,15%) 3(1,82%) 165
238

Pericardite sim 36(85,72%) 5(11,90%) 1(2,38%) 42 0,505
nao 163(83,16%) 31(15,82%) 2(1,02%) 196
238

Nefrite sim 88(83,02%) 15(14,15%) 3(2,83%) 106 0,151
nao 111(83,46%) 22(16,54%) 0(0%) 133
239

Desordens Neurolégicas  sim 28(84,85%) 4(12,12%) 1(3,03%) 33 0,421
nao 171(83,01%) 33(16,02%) 2(0,97%) 206
239

Desordens Hematolégicas sim 153(83,61%) 28(15,30%) 2(1,09%) 183 0,786
nao 46(82,14%) 9(16,07%) 1(1,79%) 56
239

FAN positivo sim 197(83,48%) 36(15,25%) 3(1,27%) 236 0,308
nao 1(50%) 1(50%) 0(0%) 2

238



Anti-DNA

Anti-Sm

Anticardiolipina 1gG/IgM

Anticoagulante lupico

VDRL falso-positivo

Anti-Ro

Anti-La

Anti-RNP

Anti-Scl70

sim
nao
sim
nao
sim
nao
sim
nao
sim
nao
sim
nao
sim
nao
sim
nao
sim
nao

98(87,50%)
100(80%)

40(85,11%)
157(83,07%)

57(79,17%)
140(85,37%)

15(88,24%)
183(83,19%)

10(71,43%)
188(84,69%)

79(84,95%)
106(82,17%)

24(77,42%)
161(84,29%)

58(85,29%)
127(82,47%)

4(50%)
181(84,58%)

11(9,82%)
25(20%)

7(14,89%)
29(15,34%)

13(18,05%)
23(14,02%)

2(11,76%)
34(15,45%)

3(21,43%)
32(14,41%)

13(13,98%)
21(16,28%)

6(19,35%)
28(14,66%)

10(14,71%)
24(15,58%)

4(50%)
30(14,02%)

3(2,68%)
0(0%)

0(0%)
3(1,59%)

2(2,78%)
1(0,61)

0(0%)
3(1,36%)

1(7,14%)
2(0,90%)

1(1,07%)
2(1,55%)

1(3,23%)
2(1,05%)

0(0%)
3(1,95%)

0(0%)
3(1,40%)

46

112
125
237

47
189
236

72
164
236

17
220
237

14
222
236

93
129
222

31
191
222

68
154
222

214
222

0,013

0,22

0,115

0,875

0,301

0,741

0,031

*Teste Exato de Fischer
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Tabela 5 Relacdo entre a presenca da variante Trp e as manifestacoes
clinicas e laboratoriais dos pacientes (considerando-se apenas 0s pacientes

gue apresentavam o sintoma em questao).

Pacientes

Caracteristicas Clinicas Presenca do Alelo Trp

sim nao total valor p*
Rash Malar 19 (15,08%) 107 (84,92%) 126 0,492
Rash discoide 12(37,50%) 20 (62,50%) 32 0,002
Fotossensibilidade 25(14,45%) 148(85,55%) 173 0,174
Ulceras orais/nasais 11(13,25%) 72(86,75%) 83 0,364
Artrite 32(16,49%) 162(83,51%) 194 0,826
Serosite 15(17,24%) 72(82,76%) 87 0,856
Pleurite 11(15,07%) 62(84,93%) 73 0,85
Pericardite 6(14,29%)  36(85,71%) 42 0,82
Nefrite 18(16,98%) 88(83,02%) 106 1
Desordens Neurologicas  5(15,15%)  28(84,85%) 33 1
Desordens Hematolégicas 30(16,39%) 153(83,61%) 183 0,838
FAN positivo 39(16,53%) 197(83,47%) 236 0,308
Anti-DNA 14(12,50%) 98(87,50%) 112 0,16
Anti-Sm 7(14,89%)  40(85,11%) 47 0,829
Anticardiolipina IgG/IgM  15(20,83%) 57(79,17%) 72 0,256
Anticoagulante lUpico 2(11,76%) 15(88,24%) 17 0,746
VDRL falso-positivo 4(28,57%) 10(71,43%) 14 0,256
Anti-Ro 14(15,05%) 79(84,95%) 93 0,716
Anti-La 7(22,58%)  24(77,42%) 31 0,434
Anti-RNP 10(14,71%) 58(85,29%) 68 0,698
Anti-Scl70 4(50%) 4(50%) 8 0,028

*Teste Exato de Fischer
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3. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Como uma primeira analise referente a influéncia do polimorfismo
Arg194Trp do gene que codifica a proteina XRCC1 no Lupus Eritematoso
Sistémico, ndo se encontrou diferenca estatisticamente significativa entre as
frequiéncias genotipicas (p fischer = 0,294) e alélicas (p fischer = 0,105)
desta variante entre pacientes e controles.

Quando estratificamos a amostra de pacientes de acordo com as
manifesta¢des clinicas e laboratoriais da doenga, encontramos associagoes
entre a presenca da variante Trp e a presenca de rash discéide (p fischer =
0,004), anticorpos anti-DNA (p fischer = 0,013) e anticorpos anti-Scl70 (p
fischer = 0,031).

Esses resultados sugerem que o alelo Trp nao influencia na
predisposicdo a doencga, entretanto existe uma possivel influéncia do
polimorfismo Arg194Trp na predisposicao a certas caracteristicas clinicas e
laboratoriais do LES.

Este trabalho consiste em analises preliminares de uma pesquisa que
prevé ainda aumentar o numero amostral, tanto de pacientes como de
controles, e incluir o estudo que esta sendo realizado com o polimorfismo no
cédon 399 do gene que codifica a proteina de reparo XRCC1 em pacientes
com LES.

No futuro, pretendemos estudar polimorfismos em genes de outras
proteinas de reparo de DNA e sua influéncia no LES, bem como enriquecer

essas andlises, aplicando testes funcionais (Ex. Ensaio Cometa).
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ANEXOS
ANEXO 1
NORMAS PARA PREPARAGAO DE ARTIGOS DA REVISTA LUPUS
LUPUS

Manuscripts should be typed double-spaced with a wide margin.

The Title page, Authors and Affiliations, Corresponding Author,
Summary and Keywords should be included within the main document.

The Summary should not exceed 200 words. It should be written in a
style that conveys the essential message of the paper in abbreviated form.

The Introduction should assume that the reader is knowledgeable in
the Field and should therefore be as brief as possible.

In the Materials and methods section, methods that have been
published in detail elsewhere should not be described in detail. SI units
should be used throughout the text.

REFERENCES

It is important that references comply with the style of the journal.
Exhaustive lists should be avoided. References should follow the Vancouver
format, listed (double-spaced) in numerical order corresponding to the order
of citation in the text.

All authors should be quoted for papers with up to six authors; for
papers with more than six authors, the first three only should be quoted
followed by et al.

No issue numbers should be quoted.
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Abbreviations for titles of medical periodicals should conform to those
used in the latest editions of Index Medicus and Current Contents. The first
and last page numbers for each reference should be provided. Abstracts and
letters must be identified as such.

Papers in press and papers already submitted for publication may be
included in the list of references. No citation is required for work that is not
yet submitted for publication.

Personal communications may be allocated a number and included in
the list of references in the usual way or simply referred to in the text. Authors
must obtain permission from the individual concerned to quote his or her
unpublished work.

Examples of References

Journal article:

1 Derksen RHWM, Bouma BN, Kater L. The association between the
lupus anticoagulant and cerebral infarction in systemic lupus erythematosus.
Scand J Rheumatol 1986; 15: 179-184.

Journal article, in press:

2 Mendonca LLF, Khamashta MA, Nelson-Piercy A, Hunt BJ, Hughes
GRV. Nonsteroidal anti-inflammatory drugs as a possible cause for reversible
infertility. Rheumatology (in press).

Journal article submitted for publication:

3 Khamashta MA, Cervera R, Asherson RA. Association of antibodies
against phospholipids with heart valve disease in systemic lupus

erythematosus (submitted for publication).
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Complete book:

4 Wallace DJ, Dubois EL. Dubois' Lupus Erythematosus. Lea &
Febiger, 1987, p 51.

Chapter in book:

5 Christian CL. Etiologic hypotheses for systemic lupus
erythematosus. In: Lahita RG (ed) Systemic Lupus Erythematosus. Wiley,
1987, 65-79.

Abstract:

6 Valesini G, Luan FL, Falco M. Clonal analysis of affinity purified
anticardiolipin antibodies. Clin Exp Rheumatol 1988; 6: 214 (abstract 102).

Letter to the Editor:

7 Sills EM. Systemic lupus erythematosus in a patient diagnosed as
having Shulman disease. Arthritis Rheum 1988; 31: 694 (letter).

TABLES

Each table should be numbered consecutively with an Arabic numeral.
Each should have a separate caption or title. Methods not described in the
text and abbreviations should be explained at the foot of the table. Footnotes
should be designated by superior lower case letters (a, b, ¢ etc). Vertical
lines should not be inserted in the table.

Tables must be referred to specifically in the text of the paper.

FIGURES

Artwork should be supplied as EPS files or .tif files, at a minimum

resolution of 300 dpi for superior reproduction.
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Lettering should be planned for 50% reduction; text should be
readable after reduction.

Figures should be referred to as Figure 1, Figure 2 etc.

Figures can be reproduced in colour if necessary but the authors will
be expected to contribute towards the cost of publication.

Figures must be referred to specifically in the text of the paper.

Coloured photographs - important information Colour photographs,
when accepted, will be published online. In the printed version, they will be in
black and white (unless colour prints are paid for). Authors who submit in
colour must ensure that their figures are of the highest definition for the black
and white version otherwise these may not be accepted. In particular
immuno-fluorescent figures must be paid for in colour or omitted from the

manuscript and replaced in a descriptive format.
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ANEXO 2

NORMAS PARA APRESENTACAO ORAL E ESCRITA DO TRABALHO
EXPERIMENTAL DO ESTAGIO EM PESQUISA E MONOGRAFIA

1. O trabalho experimental do aluno, realizado obrigatoriamente durante a

atividade Estagio em Pesquisa e Monografia, devera ser apresentado na

forma escrita e oral ao final dos seis meses da atividade.

Aquele aluno que optar por realizar o Estagio Curricular Supervisionado

em Biomedicina em atividade de pesquisa, sob a orientacdo do mesmo

Professor/Pesquisador e na mesma linha de pesquisa do Estagio em

Pesquisa e Monografia, podera apresentar o seu trabalho ao final dos

seis meses deste segundo estagio.

Do trabalho escrito:

1. O trabalho escrito devera ser organizado da seguinte forma:

a.

g.
h.

-~ 0 a0 T

Folha de rosto com titulo, nome do aluno, nome do orientador,
nome do co-orientador quando existente, curso e ano;
Agradecimentos e dedicatoria (quando existentes);

indice geral;

Resumo;

Introducdo compreensiva;

Trabalho experimental na forma de artigo cientifico, seguindo a
formatagao exigida pelo periddico onde seria submetido, ainda que
os resultados obtidos sejam apenas preliminares;

Conclusoes e Perspectivas;

Bibliografia adicional que nao esteja presente no artigo cientifico;

Anexos.

2. O aluno podera optar por escrever o artigo cientifico, referido no item f

acima, na lingua inglesa.

3. O trabalho devera ser impresso em folha A4, com tipo de letra tamanho

12, paginas numeradas a partir da folha de rosto e respeitando as

seguintes margens:
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a. Margem esquerda: 4,0 cm;
b. Margem direita: 2,5 cm;
c. Margem superior: 2,5 cm;
d. Margem inferior: 2,5 cm.

4. O aluno devera entregar uma cépia impressa do trabalho escrito para
cada membro da Banca Examinadora pelo menos 15 dias antes da
apresentacgao oral.

5. O aluno devera entregar a Comissao de Graduag¢ao uma cépia impressa
e uma na forma eletrénica, em CD, do trabalho escrito, apds terem sido

efetuadas as correcdes solicitadas pela Banca Examinadora.

Da apresentacao oral:

1. O aluno devera apresentar oralmente o seu trabalho no dia e horario
determinados pela Comissao de Graduagao para este fim.
2. Sera alocado a cada aluno 20 minutos para a apresentagao oral e 10

minutos adicionais para arglicdo dos membros da Banca Examinadora.

Da Banca Examinadora:

1. A Banca Examinadora sera constituida de dois professores,
pesquisadores ou doutorandos indicados pelo orientador do aluno.

2. N&o sera exigida a presenca dos integrantes da Banca Examinadora no
dia da apresentagao oral.

Do conceito final:

1. O conceito final do aluno sera calculado a partir dos conceitos emitidos

pelos integrantes da Banca Examinadora e do orientador do aluno.
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