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RESUMO

O lupus eritematoso sistémico (LES) ¢ uma doenca autoimune cronica cuja etiologia
consiste na hiper-reatividade de linfocitos T, linfocitos B e células apresentadoras de antigeno,
resultando em perda de tolerdncia aos autoantigenos e geracdo de autoanticorpos contra
antigenos citoplasmaticos e nucleares. O aumento da apoptose contribui para o processo
inflamatorio, gerando fragmentos celulares que se depositam nos tecidos na forma de
imunocomplexos e contribuem para a inflamagdo. A patogénese do LES decorre de fatores
genéticos, ambientais e hormonais. Dentre as diversas variantes genéticas associadas ao LES,
destacam-se os polimorfismos da familia de genes do receptor foll-like (TLR). Os genes dos
TLRs codificam receptores expressos por células do sistema imune inato que sdo ativados
ap6s o reconhecimento de padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs). A interagao
de TLRs com PAMPs, principalmente lipopolissacarideos (LPS), ativa cascatas de sinalizagao
que resultam na sintese de citocinas pro-inflamatorias e maturagdo de células apresentadoras
de antigenos. O TLR4 também reconhece padrdes moleculares associados a danos (DAMPs),
que consistem em autoantigenos nucleares e fragmentos de matriz extracelular cuja interagao
com o TLR4 resulta na producao de citocinas pré-inflamatérias. A interagdo do TLR4 com
PAMPs e DAMPs pode ser prejudicada pela presenca de alteragdes na estrutura do receptor,
como as mutagdes de troca de aminoacidos Asp299Gly e Thr399Ile. Portanto, o objetivo deste
estudo € avaliar a possivel relagdo entre os polimorfismos Asp299Gly e Thr399lle com a
suscetibilidade ao lapus eritematoso sistémico. Para estudo do polimorfismo Asp299Gly
foram incluidas 60 amostras no grupo controle e 82 amostras no grupo de individuos afetados
pelo LES. As frequéncias genotipicas calculadas para Asp299Gly entre pacientes com LES
foram 0,90 para os homozigotos do tipo selvagem e 0,10 para os genotipos heterozigotos.
Entre os controles, as frequéncias sao 0,94 ¢ 0,06 respectivamente para homozigotos do tipo
selvagem e heterozigotos. Nao foram observados homozigotos para o polimorfismo em ambos
os grupos. O niumero de amostras avaliadas para o polimorfismo Thr3991le foi 40 para o grupo
controle e 40 amostras também para o grupo LES. As frequéncias genotipicas para Thr3991le
entre os pacientes com LES foram 0,92 para o homozigoto selvagem e 0,08 para o

heterozigoto. No grupo controle foi encontrada frequéncia genotipica de 0,9 para homozigotos



do tipo selvagem e 0,1 para heterozigotos. Nenhum homozigoto para a variante foi
encontrado. A analise estatistica ndo indicou diferenca significativa nas frequéncias alélicas e
genotipicas de TLR4 Asp299Gly e Thr399lle entre pacientes e controles. Esses achados
sugerem que as variantes Asp299Gly e Thr399Ile ndo sdo fatores de risco para LES em

pacientes brasileiros.

Palavras-chave: lupus eritematoso sistémico; TLR4; Asp299Gly; Thr399Ile.



ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune disease whose etiology
consists of hyperreactivity of T lymphocytes, B lymphocytes, and antigen-presenting cells,
resulting in loss of tolerance to self-antigens and generation of autoantibodies against
cytoplasmic and nuclear antigens. Increased apoptosis contributes to the inflammatory
process, generating cell fragments that are deposited in the tissues in the form of immune
complexes and contribute to the inflammation. SLE pathogenesis stems from genetic,
environmental, and hormonal factors. Among several genetic variants associated with SLE,
polymorphisms of toll-like receptor (TLR) gene family stand out. 7LRs genes encode receptors
expressed by cells of the innate immune system that are activated after recognition of
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). The interaction of TLRs with PAMPs,
mostly lipopolysaccharides (LPS), activates signaling cascades that result in the synthesis of
pro-inflammatory cytokines and maturation of antigen-presenting cells. TLR4 also recognizes
damage associated molecular patterns (DAMPs), that consist of nuclear autoantigens and
extracellular matrix fragments whose interaction with TLR4 results in pro-inflammatory
cytokine production. TLR4 interaction with PAMPs and DAMPs may be impaired by the
presence of changes in the receptor structure, such as the Asp299Gly and Thr399Ile amino
acid exchange mutations. Therefore, the aim of this study is to evaluate the possible
relationship between Asp299Gly and Thr3991le polymorphisms with susceptibility to systemic
lupus erythematosus. To study the Asp299Gly polymorphism, 60 samples were included in the
control group and 82 samples were included in the SLE group. The calculated genotypic
frequencies for Asp299Gly amongst SLE patients were 0.90 for the wild-type homozygous
and 0.10 for the heterozygous genotypes. Amongst controls, frequencies are 0.94 and 0.06
respectively for wild-type homozygous and heterozygous. No homozygous for the
polymorphism was observed. The number of samples evaluated for the Thr399Ile
polymorphism was 40 for the control group and 40 samples also for the SLE group. The
genotypic frequencies for Thr399Ile among SLE patients were 0.92 for the wild-type
homozygote and 0.08 for the heterozygote. In the control group, a genotypic frequency of 0.9

was found for wild-type homozygotes and 0.1 for heterozygotes. No homozygote for the



variant was found. Statistical analysis indicated no significant difference in allelic and
genotypic frequencies of TLR4 Asp299Gly and Thr399Ile between patients and controls.
These findings suggest that the Asp299Gly and Thr399Ile variants are not risk factors for SLE

in Brazilian patients.

Keywords: systemic lupus erythematosus; TLR4; Asp299Gly; Thr3991le.



INTRODUCAO

O lupus eritematoso sistémico (LES) é uma doenga cronica autoimune, de etiologia
multifatorial, cuja incidéncia estimada ¢ de 5 para cada 100.000 pessoas por ano no mundo,
sendo dez vezes mais frequente em mulheres. A patogénese do LES consiste na
hiper-reatividade dos linfécitos T, linfécitos B e células apresentadoras de antigenos que
resulta na perda de tolerancia a antigenos proprios e geragdo de autoanticorpos contra
antigenos citoplasmaticos e nucleares. O aumento da apoptose contribui com o processo
inflamatorio, gerando fragmentos celulares que se depositam nos tecidos na forma de
imunocomplexos e induzem inflamagdo. A disfuncdo do sistema complemento, presente no
LES, impede o processamento correto dos fragmentos celulares e também favorece a

deposi¢ao de imunocomplexos (Ahmadpoor et al. 2014).

As manifestagdes clinicas do LES sdo amplas e variaveis entre os individuos afetados.
Os sintomas constitucionais, como febre, fadiga, mialgia e perda de peso sdo bastante comuns
e o envolvimento articular estd presente em 90% dos casos. As classicas lesdes cutaneas na
forma de borboleta estdo presentes em menos de 50% dos pacientes e as ulceras nasais e orais
em aproximadamente um ter¢o dos casos. Nefrite lupica manifesta-se em cerca de 50% dos
pacientes e constitui a principal causa de mortalidade do LES. Os individuos portadores de
LES podem manifestar miosite, serosite, vasculite e sintomas neuropsiquiatricos, como
convulsdes e psicose. O aumento de quadros inflamatérios no LES ¢ frequente e ocorre devido
a propria atividade da doenca e ao uso de farmacos imunossupressores no tratamento

(Ministério da Saude 2014).

A gravidez de pacientes com lupus eritematoso sistémico configura, de maneira geral,
uma situacao de risco. No entanto, o risco de reaparecimento dos sintomas do LES durante a
gravidez ¢ baixo quando a concep¢ao ocorre durante o periodo estavel da doenga. Eventos
potenciais incluem aborto espontdneo, feto natimorto, restricdo do crescimento fetal, parto
prematuro, efeitos adversos devido a exposi¢do a drogas, risco de bloqueio cardiaco congénito
e lupus neonatal. Distarbios hipertensivos, como pré-eclampsia e eclampsia, também podem

ocorrer (Janardana et al 2020).



O diagnéstico de LES ¢ realizado de acordo com critérios propostos pelo American
College of Rheumatology (ACR). Para o diagnéstico sdo necessarios exames fisicos,
laboratoriais € anamnese cuja solicitacdo baseia-se nas manifestacdes clinicas dos pacientes.
Os critérios avaliados pelo ACR incluem a presenca de lesdes cutaneas (eritema malar e lesdao
discoide), fotossensibilidade, ulcera oral, artrite, serosite, alteragdes renais, hematologicas,
neuroldgicas e imunologicas, bem como a presenga de anticorpos antinucleares (FAN). Os
autoanticorpos se destacam dentre os parametros avaliados, uma vez que aproximadamente
97,8% dos pacientes portadores de LES apresentam resultado positivo para FAN. No entanto,
os testes para antoanticorpos, de maneira geral, apresentam especificidade e sensibilidade
variaveis e possuem valor clinico apenas em pacientes com sinais e sintomas caracteristicos de
LES. O acompanhamento da progressao da doenga ¢ realizado por meio de indices, sendo os
principais o Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI) que classifica o
nivel de atividade da doenca e o Systemic Lupus International Colaborating Clinics (SLICC)
que avalia o dano acumulado irreversivel (Ministério da Saude 2014; Aringer and Johnson

2020).

O tratamento do LES baseia-se em manter a atividade da doen¢a no nivel mais baixo
possivel usando imunomoduladores para prevenir danos aos orgaos. Além disso, também ¢
necessario reduzir comorbidades secundéarias ao LES e amenizar dores e fadiga que sao
frequentes no curso da doenca. Os antimalédricos (cloroquina e hidroxicloroquina) e
glicocorticdides sdo medicamentos comumente utilizados, mas podem ser substituidos por
azatioprina e metotrexato para evitar efeitos colaterais indesejaveis. Além dos medicamentos
tradicionais, os anticorpos monoclonais rituximabe e belimumabe podem ser utilizados em
caso de atividade persistente da doenga. Outros farmacos também sdo empregados de acordo
com a necessidade e caracteristicas de cada paciente. Para o tratamento ser efetivo devem ser
considerados fatores ambientais e de estilo de vida, é recomendado evitar a exposicdo solar,
consumo de drogas e tabagismo, que estdo associados a patogénese do LES (Fava and Petri
2019). E valido destacar, ainda, que certos medicamentos usados para outras patologias podem
provocar o chamado lipus induzido por medicamentos que possui sintomas similares ao LES.

O lupus induzido por medicamentos geralmente cessa quando a administragdo do farmaco ¢



interrompida, podendo necessitar de outros farmacos para manejo de sintomas pontuais.
Alguns dos medicamentos que causam esse problema s3o o vasodilatador hidralazina e o
antiarritmico procainamida. A carbamazepina, usada como anticonvulsivante, e inibidores do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) também podem causar o Ilapus induzido por

medicamentos (Ministério da Saude 2014; He and Sawalha 2018).

A patogénese do LES decorre da interacdo de fatores genéticos, hormonais e
ambientais. Os fatores ambientais ligados ao lupus eritematoso sist€émico sdo numerosos e
bastante variados, como hormdnios estrogénicos, polui¢do, vacinas e outros citados
anteriormente. Virus e outros microorganismos também possuem um papel importante no
surgimento e curso clinico do LES, uma vez que os patdogenos podem participar do processo
de quebra da tolerdncia imunologica em relacdo aos antigenos do hospedeiro e resultar em
uma disfun¢do imunoldgica. Os virus que reconhecidamente estdo associados ao LES sdo os
retrovirus enddégenos humanos (HERVs), virus Epstein—Barr (EBV), citomegalovirus (CMV),
parvovirus B19 e o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1). Para além dos virus, o
agente etiologico da tuberculose, a micobactéria Mycobacterium tuberculosis, ¢ considerado
um fator de risco para o desenvolvimento do LES. E importante ressaltar, no entanto, que
existem estudos demonstrando efeito protetivo de alguns microorganismos em relagao ao LES,
sendo os principais agentes o Toxoplasma gondii, a Helicobacter pylori e as infecgdes

helminticas (Illescas-Montes et al. 2019).

A pandemia de SARS-CoV-2 gerou uma nova fase de pesquisas sobre o lupus
eritematoso sist€émico. Existem estudos discutindo a possibilidade do coronavirus induzir o
desenvolvimento de LES, sendo um dos possiveis recursos o mimetismo molecular, no qual o
virus apresenta antigenos com estrutura similar as proteinas ou outras moléculas do
hospedeiro. Outro mecanismo importante ¢ a disseminagdo do epitopo (do inglés epitope
spreading), que baseia-se no estabelecimento de uma resposta imune a epitopos distintos em
relacdo ao do patogeno (Gracia-Ramos and Saavedra-Salinas 2021). O coronavirus também ¢
capaz de provocar complicagcdes em pacientes com histérico de LES, como um caso relatado
de cerebrite lupica secundaria a infec¢do por SARS-CoV-2 (Khalid et al. 2021). Ademais, ha

casos em que a vacinacdo contra o coronavirus promoveu a piora do quadro clinico do
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paciente, com o agravamento de rash cutaneo e consequente apresentacdo de prurido, ardor e

eritema (Joseph and Chong 2021).

Diversas variantes genéticas impactam na susceptibilidade, manifestagdes clinicas e
mortalidade relacionadas a doenga, dentre as quais ¢ possivel destacar os polimorfismos da
familia de genes toll-like receptors (TLRs). Os genes TLRs codificam receptores expressos por
células do sistema imune inato que sdo ativadas apds o reconhecimento de padrdes estruturais
associados a patogenos (PAMPs, do inglés pathogen-associated molecular patterns). A
interagdo de TLRs com PAMPs ativam cascatas de sinalizagdo que resultam na sintese de
citocinas pro-inflamatorias e maturagdo de células apresentadoras de antigenos (Lu et al.

2008).

O gene toll-like receptor 4 estéa localizado no cromossomo 9q33.1 e codifica o receptor
TLR4, que consiste em uma proteina transmembrana do tipo I contendo um dominio
extracelular de repeticdes ricas em leucina e um dominio 7oll/IL-1 receptor (TIR) que sao
essenciais para ativacdo das vias de sinalizacdo (Zacarias et al. 2019). O TLR4 reconhece
diversos PAMPs, como lipopolissacarideos (LPS) de bactérias gram-negativas e a proteina de
fusdo do virus sincicial respiratorio, além de interagir com proteinas de choque térmico, acido
hialurénico e beta-defensina 2 (Lu et al 2008). Além disso, o TLR4 também pode reconhecer
padrdes associados ao dano celular (DAMPs, do inglés damage associated molecular
patterns), que sao os autoantigenos nucleares e fragmentos de matriz extracelular, e induzir a
sintese das citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF-alfa, entre outras. Os autoantigenos
nucleares sao produzidos durante a apoptose € podem ativar células T e B autorreativas. A
apoptose ocorre de maneira mais intensa no LES, portanto a producdo de DAMPs ¢ acentuada

e teoricamente resulta em maior ativacao dos receptores TLR4 (Dhaouadi et al. 2013).

O TLR4 ¢ ativado preferencialmente por LPS e essa interagdao pode induzir duas
cascatas de sinalizacdo: MyD88-dependente, que provoca a sintese de citocinas
pro-inflamatorias, ou MyD88-independente, que estimula a producdo de interferon tipo I. (Lu
et al. 2008; Sanchez et al. 2004). O processo de ativagdao depende da interacdo entre LPS,
TLR4 e as proteinas CD14, MD-2 e proteina de ligacdo ao LPS (LBP, do inglés LPS binding

protein). A presenga do TLR4 em sua conformag¢do normal permite a ativacdo correta das vias
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de sinalizacdo em resposta ao LPS. No entanto, modifica¢des na estrutura do receptor podem
impactar na interacdo com outras proteinas e, consequentemente, alterar a resposta ao LPS (Lu

et al. 2008; Zacarias et al. 2019).

O polimorfismo ¢.896 A > G (rs4986790) causa a troca do aminodcido conservado
aspartato por glicina na posi¢do 299 da proteina (Asp299Gly) que corresponde a regido de
repeticdes ricas em leucina em que ocorre a interagao com o ligante. Ja o polimorfismo ¢.1196
C > T (rs4986791) provoca a substitui¢do de treonina por isoleucina na posi¢cdo 399 da
proteina (Thr399Ile), também na regido de repeti¢cdes ricas em leucina, onde possivelmente
acontece a interacdo entre TLR4 e correceptores (White et al. 2003). Diversos estudos
observaram que esses polimorfismos estdo em desequilibrio de ligagdo e sdo herdados por
cossegregacdo (Folwaczny et al. 2004; Bogaczewicz et al. 2013; Konda et al. 2020). Os
polimorfismos Asp299Gly e Thr399lle supostamente ndo impedem a ligagdo do LPS ao
receptor TLR4 e correceptor MD-2, mas prejudicam a dimerizagdo de TLR4/MD-2
dependente do ligante LPS. O comprometimento da dimerizagdo levaria a hiporresponsividade
frente ao ligante LPS, causando menor producdo de citocinas pro-inflamatorias e interferon
tipo I (Yamakawa et al. 2012). No contexto do LES, quando o ligante ¢ um DAMP e ndo o
LPS, n3o se sabe qual seria o impacto da troca de aminoacidos na regido C-terminal do
receptor TLR4 causada pelos polimorfismos Asp299Gly e Thr399Ile. Para que essas trocas de
aminoacidos impactassem negativamente na susceptibilidade ao LES, seria esperado que os
polimorfismos causassem hiperresponssividade do receptor TLR4 em resposta aos DAMPs,
aumentando a sintese de citocinas pro-inflamatérias e interferon. Sendo assim, mais estudos
sd0 necessarios para elucidar o mecanismo pelo qual os polimorfismos de TLR4 poderiam

afetar a resposta aos ligantes, especialmente DAMPs.

Um estudo desenvolvido em camundongos revelou que a inducdo de
hiperresponsividade dos receptores TLR4, na auséncia de antigenos exogenos, tem como
consequéncia a glomerulonefrite autoimune. Esse resultado experimental corrobora a hipotese
de que a disfuncdo dos receptores TLR4 pode estar envolvida com a fisiopatologia do LES
(Liu et al. 2006). Outro trabalho demonstrou que camundongos propensos a lupus e

deficientes de TLR4 exibem diminui¢cdo significativa de autoanticorpos anti-dsDNA e
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anti-cardiolipina. Além disso, houve diminuicdo dos depositos de IgG glomerular e redugao
das citocinas pro-inflamatorias IL-6 ¢ IFN-gama em comparag¢do aos camundongos controles

(Lartigue et al. 2009).

Os polimorfismos Asp299Gly e Thr3991le de TLR4 ja foram analisados em diversas
populagdes. Um estudo realizado em populagdo caucasiana espanhola buscou encontrar
associacao entre os polimorfismos e susceptibilidade ao LES e artrite reumatoide, que também
¢ uma doenca autoimune. No entanto, ndo foi observada diferenca significativa das
frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos entre os controles saudéaveis e pacientes,
bem como ndo houve associacdo com manifestagdes clinicas e pardmetros demograficos
(Sanchez et al. 2004). A variante Asp299Gly também foi estudada na populacao da Tunisia e
ndo se constatou associacdo entre o polimorfismo e susceptibilidade ao LES ou artrite
reumatoide, bem como entre manifestagdes clinicas, dosagem elevada de autoanticorpos e

valores altos de SLEDAI (Dhaouadi et al. 2013).

O polimorfismo Thr3991le foi avaliado em populacdo caucasiana polonesa e ndo houve
relacdo entre a variante e LES neuropsiquiatrico, porém foi observado que o gendtipo CC e o
alelo dominante C estdo associados com a presenga de artrite ao longo do curso da doenga
(Bogaczewicz et al. 2013). Em um estudo realizado em populagdo indiana, foi verificado que
Asp299Gly aumenta o risco de desenvolvimento de LES e Thr399Ile apresentou associagao
positiva com convulsdes e autoanticorpos anti-Ro (Rupasree et al. 2014). Os polimorfismos
Asp299Gly e Thr3991le também foram avaliados em um estudo desenvolvido em populagdo
mexicana, no qual ndo foi encontrada associagdao dessas variantes com o desenvolvimento de
LES e artrite reumatoide, uma doenga autoimune que acomete as articulagdes (Aranda-Uribe

etal. 2021).

Outras doengas com forte componente inflamatorio também foram avaliadas quanto a
associacdo com polimorfismos do gene 7LR4. Um estudo publicado em 2009 ndo encontrou
relacdo entre os polimorfismos Asp299Gly e Thr399lle com a doenca de Behget, cuja
etiologia pode estar associada a autoimunidade (Boiardi et al. 2009). Em um outro relato
presente na literatura, o polimorfismo Asp299Gly foi associado a psoriase do tipo placa, uma

doenca autoimune, e artrite psoridtica (Smith et al. 2016). Uma meta-analise sobre doenca
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inflamatoria de Bowel — também chamada de doenca inflamatoria intestinal, que inclui colite
ulcerativa e doenca de Crohn — constatou associagdo de ambos polimorfismos com o risco de
desenvolvimento da doenga. A associacdo se manteve apos estratificagdo por tipo de doenca
(Wang et al. 2019). Diversos estudos relacionaram os polimorfismos com susceptibilidade a
sepse, entretanto, uma meta-andlise ndo encontrou associagdo significativa sob quaisquer

modelos genéticos (Liu et al 2016).

Diversas infecgdes bacterianas estdo potencialmente associadas as variantes
Asp299Gly e Thr399Ile, uma vez que o TLR4 reconhece o LPS presente na membrana externa
de bactérias gram-negativas. A periodontite, uma infeccdo que acomete a cavidade oral, foi
estudada na populagao brasileira por Zacarias et al. (2019). O polimorfismo Asp299Gly foi
relacionado a periodontite apenas em homens, enquanto que Thr399Ile foi identificado como
um fator de risco de periodontite em homens ndo-fumantes. Vale ressaltar que nao houve
diferenca significativa nas frequéncias genotipicas entre casos e controles, s6 foi encontrada
associacdo apos estratificagdo dos grupos. Em contrapartida, os mesmos polimorfismos nao
foram relacionados a periodontite cronica em pacientes alemaes, mesmo com estratificagao
por gravidade da doencga (Folwaczny et al. 2004). As variantes também ja foram estudadas em
casos de queratite microbiana, que consiste na infeccdo das corneas, mas apenas a frequéncia
do gendtipo TC de Thr3991le apresentou diferencga significativa entre casos de queratite e
controles (Konda et al. 2020). Ademais, ambos polimorfismos foram relacionados ao fenétipo
severo de tulcera péptica e adenocarcinoma gastrico associados a infec¢do por Helicobacter
pylori. O mesmo estudo observou que pacientes com as variantes apresentavam padrdes de
citocinas e quimiocinas diferenciados, expressando niveis menores de IL-1 beta, IL-6, IL-8 e
GRO-alfa, bem como niveis maiores de TNF-alfa, IL-10, MCP-1 e MIP-1 alfa (Trejo-de la O
et al. 2008).

Nao existem estudos avaliando a relacdo entre os polimorfismos Asp299Gly e
Thr3991le do gene TLR4 na populacdo brasileira e os poucos relatos presentes na literatura, em
populacdes etnicamente distintas, sdo conflitantes. Em vista disso e da potencial participacdo
do receptor TLR4 no estabelecimento do processo inflamatdrio autoimune, sdo necessarios

estudos que investiguem o papel dessas variantes na populacao brasileira.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar se existe relagdo entre os polimorfismos Asp299Gly e Thr3991le do gene TLR4

e a susceptibilidade ao lupus eritematoso sistémico.

Objetivo Especifico

Investigar se existe relacdo entre as variantes Asp299Gly e Thr399Ile do gene TLR4 e
manifestagdes clinicas (rash malar, rash discoide, ulceras orais e nasais, pleurite e

anticoagulante lupico) do lapus eritematoso sist€émico.
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CONSIDERACOES FINAIS

O lupus eritematoso sistémico ¢ uma doenca autoimune debilitante que apresenta
diagnostico e manejo clinico complexos. Sua fisiopatologia ainda nao foi completamente
esclarecida, mas baseia-se em fatores genéticos, hormonais e ambientais. O objetivo dessa
dissertagdo foi complementar o conhecimento acerca das variantes genéticas envolvidas com a
susceptibilidade ao lupus, investigando se ha associacdo entre os polimorfismos Asp299Gly e
Thr3991le do gene toll-like receptor 4 e a doenca. Ademais, também foi explorado se existe
relagdo entre a variante Asp299Gly e alguns aspectos clinicos da doenga, como rash malar,
rash discoide, presenga de Ulceras nasais ou orais e exame positivo para anticoagulante lipico.
Nao foi encontrada associagdo entre os polimorfismos de 7LR4 e o LES, portanto as variantes
Asp299Gly e Thr3991le ndo representam um fator de risco para o desenvolvimento de lapus
eritematoso sist€émico na populacdo brasileira. Além disso, a variante Asp299Gly ndo esta

associada as comorbidades pesquisadas.

Os polimorfismos Asp299Gly e Thr3991le ja foram estudados em outras populacdes
etnicamente distintas e em contextos patoldgicos variados. De maneira geral, nao foi
encontrada relagdo entre essas variantes e o lipus eritematoso sistémico. No entanto, outras
doengas autoimunes, como psoriase, doenga de Crohn e colite ulcerativa, foram associadas aos
polimorfismos. Em vista da relacdo dos polimorfismos Asp299Gly e Thr399lle com outras
doengas autoimunes ¢ o numero relativamente baixo de estudos na area do lupus eritematoso
sistémico, novos estudos sdo incentivados para avaliar os polimorfismos de 7LR4 em

pacientes com LES.

A literatura carece de estudos explorando o impacto dos polimorfismos Asp299Gly e
Thr3991le na funcdo do receptor TLR4. Existem alguns relatos acerca da resposta do receptor
TLR4 contendo os polimorfismos quando os ligantes sdo lipopolissacarideos. No entanto, ndo
ha pesquisas avaliando a interagdo do receptor TLR4 polimorfico apresentando como ligantes

os padrdes moleculares associados ao dano, que sao autoantigenos presentes no lupus. Sendo
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assim, ndo esta claro o mecanismo pelo qual as variantes poderiam conferir susceptibilidade

ao lupus.

O presente trabalho de mestrado foi desenvolvido durante a pandemia de SARS-CoV-2
nos anos de 2020, 2021 e inicio de 2022. Durante grande parte desse periodo, o acesso ao
campus da Universidade esteve restrito as atividades essenciais, o que reduziu de maneira
substancial o tempo disponivel para realizagdo das analises moleculares. Além disso, a técnica
utilizada para genotipagem foi a eletroforese em gel de poliacrilamida, devido ao tamanho do
fragmento de amplificagdo gerado na Reacdo em Cadeia da Polimerase. Essa metodologia,
considerando os equipamentos que o Laboratorio dispde, demanda um tempo relativamente
maior para processamento e possibilita a andlise de poucas amostras por vez. Esses fatos,
somando-se ao pouco tempo de acesso ao campus devido a pandemia, resultaram em um

trabalho enxuto, com tamanho amostral reduzido nos grupos analisados.

Como perspectiva, planeja-se aumentar o nimero de amostras genotipadas para ambos
os polimorfismos no contexto do lapus eritematoso sist€émico. O Laboratério de
Imunobiologia e Imunogenética dispde de um amplo banco de amostras de lupus eritematoso
sistémico, bem como de amostras controles de individuos saudéaveis. E possivel estimar que o
numero final de gendtipos para cada um dos grupos supere 300 amostras, sendo que esse
nimero pode ser ainda maior no grupo de individuos controles. Além disso, existe a proje¢ao
de estender as andlises dos polimorfismos Asp299Gly e Thr399Ile para a artrite reumatoide,
outra doenca autoimune tradicionalmente estudada no Laboratorio. A continuagdo das analises
deste trabalho e possivel inclusdo de amostras de individuos afetados por artrite reumatoide

sera atribuida aos novos alunos de pos-graduagao para fins de publicacdo.
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ANEXO - APROVACAO NO COMITE DE ETICA

O uso das amostras de sangue foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do

Rio Grande do Sul sob o registro CAAE: 01731012.0.3001.5347.

22



