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Resumo

Objetivo: Avaliar possiveis associagdes entre o polimorfismo Glu298Asp da
regido codificadora do gene da oxido nitrico sintetase endotelial (eNOS) e a
suscetibilidade ao Iupus eritematoso sistémico (LES) e manifestacbes clinicas
relacionadas a doenca.

Métodos: Cento e treze pacientes de descendéncia européia com diagndstico
de LES, com 4 ou mais critérios do Colégio Americano de Reumatologia, que foram
recrutados no ambulatério do Servico de Reumatologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, e 206 controles saudaveis, de mesma descendéncia européia que os
pacientes, foram genotipados através de reacdo em cadeia da polimerase para o
polimorfismo Glu298Asp da regido codificadora do gene da eNOS. Dados clinicos,
demograficos, laboratoriais dos pacientes foram coletados. Manifestagdes clinicas do
LES e doencas relacionadas foram avaliadas quanto a associacdo com gendtipos
especificos.

Resultados: A distribuicdo do gendtipo Glu298Asp e alelos nao teve diferenca
estatisticamente significativa entre os pacientes lupicos e controles. Ndo houve
também associacdo significativa do polimorfismo com glomerulonefrite IUpica,
sindrome antifosfolipideo (SAF), doenga cardiovascular (DCV) e fatores de risco para
DCV.

Conclusédo: Os achados apresentados nao evidenciaram um papel importante
do polimorfismo estudado na suscetibilidade para o LES nem para as manifestacdes
clinicas avaliadas, fato este que pode ser devido a perda de poder estatistico nestas

analises de subgrupo.
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1. Introducao

O ldpus eritematoso sistémico (LES) € uma doencga inflamatdria cronica auto-
imune com multiplas manifestagdes clinicas e um curso e progndstico variados [1]. A
etiologia do LES permanece desconhecida e é sabidamente multifatorial, com
participagdes genética, imunologica, hormonal e ambiental. Acomete principalmente
mulheres em idade reprodutiva com uma relagdo de nove mulheres para cada homem
[2]. E uma doenca complexa caracterizada por periodos de quiescéncia e de
exacerbacdo, podendo envolver qualquer 6rgdo ou sistema em uma combinagao
variavel e desencadeando, em mais da metade dos casos, danos permanentes [3].

Existem fortes evidéncias de que a suscetibilidade genética exerce um papel
importante na patogénese do LES. A base genética do LES é heterogénea, com um
padrao de herancga desconhecido, mas sabidamente ndo-mendeliano. [4]. H& diversos
elementos complicadores do estudo de genes relacionados a esta doenga, como a
diversidade étnica, a heterogeneidade clinica e laboratorial e o efeito ambiental [4].
Estima-se que pelo menos quatro genes de suscetibilidade sejam necessarios para o
desenvolvimento do LES. Em uma pequena propor¢ao de pacientes (<5%) um unico
gene pode ser responsavel [5]. Assim, a identificacdo de novos genes associados ao
desencadeamento do LES e suas manifestagdes clinicas é um desafio importante.

A mortalidade no LES segue um padrdo bimodal, com morte precoce por
atividade da doenca ou infecgdes e mortalidade tardia ocorrendo em pacientes com
doenca inativa e de longa duragao, cuja causa principal deve-se a aterosclerose [6].
Atualmente, a principal causa de morte em pacientes com LES, em paises
desenvolvidos, € a aterosclerose prematura [7]. O risco de infarto agudo do miocardio
(IAM) é até 52 vezes maior nestes pacientes [8]. Apesar de os fatores de risco
cardiovasculares (CV) tradicionais estarem aumentados em pacientes com LES,
quando se faz um ajuste destes fatores, permanece um risco independente, dez vezes

maior, de ocorrer IAM nestes pacientes [9].
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A disfungcdo do endotélio é caracterizada pela perda das propriedades de
vasodilatagdo, anticoagulagdo ou antiinflamatoérias [10]. Disfungcdo endotelial (DE)
similar tem sido encontrada na inflamagao persistente das vasculites sistémicas [10],
como o LES. A DE é diretamente relacionada ao risco aumentado para aterosclerose
coronariana [11], a gravidade da doencga coronariana [12] e & doenga coronariana em
pacientes jovens [13]. A DE tem sido relatada em diversos estudos no LES [14-17].

Devido a sua fungdo regulatéria da produgdo de oxido nitrico em nivel
endotelial, o gene codificador da oOxido nitrico sintetase endotelial (eNOS) é um
provavel candidato para suscetibilidade de doenca aterosclerética [18]. Os trés
polimorfismos mais comumente avaliados sdo o T-786C da regiao promotora, o
Glu298Asp no éxon 7 e uma repeticdo em tandem (VNTR - variable number of
tandem reapeats) de 27 pares de bases no intron 4. Uma meta-analise incluiu 26
estudos de caso-controle que avaliaram a associagdo entre doenga coronariana e
homozigose para estes polimorfismos [19]. A DE tem sido observada tanto no LES
quanto em outras doengas auto-imunes, como a artrite reumatéide (AR), esclerose
sistémica (ES) e algumas vasculites [20-26]. Desta forma, por suas associacbes com
aterosclerose e outras doencgas inflamatdrias cronicas, o gene da eNOS, com seus
polimorfismos, € um candidato interessante para suscetibilidade ao LES e suas
manifestacdes clinicas.

O objetivo do presente estudo é verificar a associagao da suscetibilidade para
o LES e suas caracteristicas clinicas e laboratoriais com o polimorfismo Glu298Asp da
regido codificadora do gene da eNOS em uma amostra representativa de pacientes e

controles saudaveis da regiao sul do pais.
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2. Revisao da literatura
2.1. Lapus eritematoso sistémico

2.1.1. Conceito, etiologia e prevaléncia do LES

O LES é uma doenga inflamatéria cronica auto-imune com multiplas
manifestacdes clinicas e um curso e progndstico variados [1]. A etiologia do LES
permanece desconhecida e é sabidamente multifatorial, com participacdes genética,
imunolégica, hormonal e ambiental. Acomete principalmente mulheres em idade
reprodutiva com uma relagdo de nove mulheres para cada homem [2]. Estima-se que
65% dos pacientes com lupus desenvolvem-no entre 16 e 55 anos de idade [27]. A
prevaléncia relatada na populagdo norte-americana é de 40-50 casos por 100 000
habitantes [28], e a incidéncia estimada nas Américas do Norte, Sul e Europa varia de
2 a 8 por 100 000 habitantes ao ano. [29, 30]. Estudos populacionais recentes tém
mostrado um aumento na incidéncia da doenga, o que pode refletir um diagndstico
mais precoce bem como maior identificacdo de doenga menos grave. O uUnico estudo
brasileiro, realizado em uma regido tropical, estimou uma incidéncia de 8,7 por 100
000 habitantes por ano [29]. Os estudos mais atuais de prevaléncia também tém
demonstrado um aumento, ja esperado, devido a melhora na sobrevida desde a
década de 50 [1]. O LES é uma doenga complexa caracterizada por periodos de
relativa quiescéncia e de exacerbagao, podendo envolver qualquer 6rgdo ou sistema
em uma combinagao variavel e desencadeando, em mais da metade dos casos, danos
permanentes [3]. Por apresentar manifestacées heterogéneas, convencionou-se, para
fins de investigagao cientifica, classifica-lo através da associagdo de achados clinicos
e laboratoriais, conforme os critérios propostos pelo Colégio Americano de

Reumatologia (American College of Rheumatology — ACR). (Anexo Ill) [31-33].
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2.1.2. Fisiopatogénese do LES

O LES apresenta uma grande diversidade de manifestagcdes clinicas;
potencialmente pode acometer qualquer 6rgao ou sistema, interagindo com todas as
subespecialidades médicas. Evidéncias de inumeros estudos indicam que sua
patogénese é igualmente complexa, variando de paciente para paciente [34]. Esta
doenca heterogénea surge através da interagdo de uma variedade de anormalidades
que causam suscetibilidade e/ou provocam o seu inicio e exacerbagao [35]. Sabe-se
atualmente que diversos fatores ambientais, hormonais e imunolégicos podem levar a
expressao da doenga em um individuo geneticamente predisposto [36].

E provavel que o inicio ocorra a partir de um gatilho ambiental. A exposicdo a
luz ultravioleta (UV), especialmente UV-B, € um fator bem conhecido na indugéo e
exacerbacao do lupus eritematoso sistémico e cutaneo [5]. Ha estudos demonstrando
que a luz UV induz a apoptose dos queratinécitos humanos, proporcionando um
mecanismo de exposi¢do de auto-antigenos [37]. Teoricamente, agentes infecciosos
podem iniciar ou causar uma reagudizacdo do LES, ativando células B, danificando
tecidos, com consequente liberacdo de auto-antigenos e precipitando a doenga por
mimetismo molecular [5]. Apesar de escassas evidéncias, alguns virus estao
implicados: Epstein-Baar (EBV), Citomegalovirus (CMV), Parvovirus B19 e Retrovirus.
[35]. Estudos sugerem que cachorros de estimagédo de pacientes com LES tém mais
chance de desenvolver a doenca [38] e quem trabalha em laboratério preparando soro
de pacientes com LES apresenta mais auto-anticorpos relacionados ao LES [39],
reforcando a presencga de um agente infeccioso no seu desencadeamento. Outro fator
ambiental importante é a exposicdo as drogas. Pessoas higidas podem desenvolver
uma doencga semelhante ao LES pelo tratamento com medicagdes como hidralazina e
procainamida, entre outras, chamada Iupus droga-relacionado [36]. Nao ha evidéncias
suficientes que associem algum medicamento ao LES idiopatico. Um estudo publicado

em 2001 mostrou uma fraca associacido entre o risco de LES e o uso de tinturas de
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cabelo e tabagismo [40]. Em uma meta-analise, o tabagismo foi considerado fator de
risco para o desenvolvimento do LES, com uma razdo de chances (RC) de 1,5 [41].

Uma caracteristica bem estabelecida é o acometimento do LES principalmente
em mulheres na idade fértil. H4 inUmeras observagdes mostrando que os estrogenos
potencializam a sinalizagdo de células B e T, levando a auto-imunidade [36]. Em
adicdo, existem evidéncias em modelos murinos de que os andrégenos podem ser
protetores para o desenvolvimento de auto-imunidade [35].

Desequilibrio na producdo de citocinas, geragdo e acumulo de
imunocomplexos, hiperativagdo de células B, células T e células apresentadoras de
antigenos (Antigen presentation cell — APC) criam o ambiente imunolégico
caracteristico do LES [36]. A produgao de auto-anticorpos por células B hiper-reativas
€ o disturbio imunolégico central [5, 42]. Estes auto-anticorpos séo direcionados a
diversas macromoléculas encontradas no nucleo, citoplasma e superficie celular, além
de moléculas soluveis [5]. Anticorpos antinucleares (FAN) sdo os mais caracteristicos
e estdo presentes em mais de 95 % dos pacientes; o anti-DNA de dupla hélice e o

anti-Sm sao mais especificos do LES [5]

2.1.3. Suscetibilidade genética parao LES

Inumeras evidéncias apontam que a suscetibilidade genética exerce um papel
importante na patogénese do LES: a prevaléncia da doencga entre familiares de
pacientes lupicos chega a 12%, mais de 200 vezes a prevaléncia da populagéo geral
[43]; existe uma alta taxa de concordancia entre gémeos monozigoéticos, de até 57%,
que é aproximadamente 10 vezes maior do que entre gémeos dizigéticos ou irmaos
[44, 45]; existe uma alta porcentagem de FAN positivo em filhos de maes lUpicas [46].

A base genética do LES é complexa, com um padrdo de heranca
desconhecido, mas sabidamente nao-mendeliano. [4]. Ha varios elementos
complicadores do estudo de genes relacionados a esta doenga, como a diversidade

étnica, a heterogeneidade clinica e laboratorial e o efeito ambiental [4]. O LES &€ uma
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doencga de tragco complexo, ou seja, ndo ha uma correlagao direta entre gendtipo e
fendtipo.

Nos ultimos anos, nove mapeamentos genéticos completos, usando familias de
etnias e localizagbes geograficas distintas, identificaram oito /oci de suscetibilidade
para o LES em seis cromossomos diferentes, a saber: 1923, 1925-31, 1941-42, 2935-
37, 4p16-15.2, 6p11-21, 12p24 e 16912 [4].

O antigeno leucocitario humano (human leukocyte antigen — HLA) é um fator
genético que contribui para o risco de desenvolver LES. Alguns alelos do HLA-DRB1
vém sendo associados ao LES em diferentes populagdes, como o DRB1*1501 e
*0301, com um risco relativo de 2 a 3 vezes para cada um deles, em caucasianos.
Existe ainda uma forte associagao entre alelos do complexo de histocompatibilidade
maior (major hystocompatibility complex — MHC) de classe Il e diversos auto-
anticorpos [47, 48].

Genes nao relacionados ao HLA tém sido associados com a doenga. Dentre os
genes candidatos, os que tém associagcdo confirmada sdo os genes da proteina
tirosina fosfatase nao-receptor 22 (PTPN22) [49-52], receptor FC gama (FCyR) [53-
55], lecitina ligadora de manose (manose binding lectine — MBL) [56-60], proteina
quimioatraente de monécitos (monocyte chemoattractant proteine 1 — MCP1) [61-63]
e 0 gene da morte celular programada (program cell death gene 1 — PDCD1) [64-66].
Um mapeamento genético encontrou associagdo do LES com o /locus da eNOS [67]. O
polimorfismo da eNOS foi testado em 4 estudos de suscetibilidade para LES, um com
associagao estatisticamente significativa e outros trés sem associacdo com LES, mas

dois deles mostrando associagdo com glomerulonefrite lUpica [68-71].
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2.1.4. Sobrevida no LES

Antes de 1950, o LES era uma doenca inexoravelmente fatal. A introducéo dos
corticosterdides mudou este quadro [6]. Desde entdo, a sobrevida dos pacientes com
LES tem melhorado consideravelmente, alcangando um platé na década de oitenta [7].
O LES apresenta um padrao bimodal de mortalidade, com morte precoce por atividade
da doenga ou infecgbes e mortalidade tardia ocorrendo em pacientes com doenca
inativa e de longa duragdo, cuja causa principal deve-se a aterosclerose [6].
Atualmente, a principal causa de morte em pacientes com LES, em paises
desenvolvidos, € a aterosclerose prematura [7]. O risco de infarto agudo do miocardio
(IAM) é até 52 vezes maior nestes pacientes [8]. Apesar de os fatores de risco CV
tradicionais estarem aumentados em pacientes com LES, quando se faz um ajuste
destes fatores ainda permanece um risco independente dez vezes maior de ocorrer

IAM nestes pacientes [9].

2.1.5. Importancia da aterosclerose no LES

Um dos maiores desafios clinicos no LES é a alta incidéncia de aterosclerose
em mulheres jovens [72]. Este achado foi inicialmente relatado em 1975, em um
estudo de autépsias em 36 pacientes lupicas. [73]. Posteriormente foi enfatizado em
um relato de mortalidade tardia por IAM, em pacientes com LES [6]. A vasculopatia
aterosclerética foi identificada como a segunda causa mais comum de internagao
hospitalar, ap6s exacerbagdes da doenga [74].

Existem evidéncias claras de que pacientes com LES tém uma incidéncia de
IAM dez vezes maior do que a populacao geral [9] e, em mulheres jovens, a incidéncia
aumenta em até 52 vezes, comparando com mulheres de mesma faixa etaria [8].
Quando comparadas com mulheres sem lupus de mesma faixa etaria, as mulheres

lupicas jovens (18-44 anos) tiveram significativamente mais hospitalizagées por 1AM,
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insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) e acidente vascular encefalico (AVE), 2,27, 3,8
e 2,05 vezes, respectivamente [75].

Um estudo realizado em 2003 concluiu que pacientes com LES tinham
calcificagdes arteriais coronarianas com maior freqliéncia do que em controles
(P=0,002), com um grau de calcificagdo também aumentado significantemente

(P<0,001). [76]

2.1.6. Fatores de risco CV convencionais no LES

E reconhecido que pacientes com LES apresentam uma incidéncia aumentada
de doencga cardiovascular (DCV). Ainda dispomos de poucos estudos para avaliagao
da associagcdo e frequéncia dos fatores de risco tradicionais, e os resultados
apresentados divergem.

Esdaile et al avaliaram retrospectivamente, em uma populacdo de pacientes
com LES, os fatores de risco tradicionais de Framingham e desfechos vasculares (1AM
nao-fatal, morte por DCV, DCV em geral e AVE). Dos 263 pacientes acompanhados,
44 apresentaram pelo menos um evento CV e estes pacientes tinham maiores niveis
basais para a maioria dos fatores de risco estudados. Encontraram correlagao
significativa para idade, hipertensao e dislipidemia [9].

Svenungsson et al estudaram os fatores de risco CV no LES em um grupo de
26 mulheres lupicas com DCV, comparadas com 26 mulheres Iupicas sem DCV e 26
mulheres higidas, pareadas por idade. Nao encontraram diferengca entre HAS,
tabagismo, indice de massa corporal (IMC) ou diabete melito (DM) entre os grupos.
Observaram apenas diferenca significativa no aumento na concentracdo de
triglicérides e na reducdao do HDL (high-density lipoprotein — lipoproteina de alta
densidade) colesterol no grupo de LES com DCV, porém o LDL (low-density
lipoprotein — lipoproteina de baixa densidade) colesterol nao diferiu entre os grupos

[77].
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Em outro estudo, estimando o risco em 10 anos para DCV fatal, os autores
demonstraram que os fatores de risco tradicionais contribuem para o processo, sendo
a HAS o mais implicado [78].

Dois estudos encontraram o tabagismo como um fator de risco isolado para
doenca cardiovascular nos pacientes lUpicos, contrariando diversos estudos prévios

[76, 79].

2.1.7. Fatores de risco CV proprios do LES

Atualmente nao é possivel explicar o excesso de risco CV em portadores de
LES exclusivamente por fatores de risco convencionais [9].

Um estudo comparando mulheres lupicas e controles, com base nos fatores de
risco de Framingham, ndo encontrou diferencga estatisticamente significativa no calculo
do risco para DCV em 10 anos [80].

Diversos estudos associaram o uso de corticosterdides (CE) com DCV,
mortalidade e aterosclerose subclinica, principalmente em relagcdo a maior dose
cumulativa. [77, 78, 81-84]. O mecanismo exato através do qual a prednisona poderia
afetar as coronarias permanece incerto e nado parece ser uUnico. Os CE podem
indiretamente aumentar o risco CV por gerar fatores de risco tradicionais [85]. Sabe-se
que pode aumentar o colesterol LDL e os triglicerideos de modo dose-dependente
[86] , causar HAS por retengao de sal e agua [84], levar a intolerancia aos carboidratos
[87] e elevar os niveis de homocisteina [81]. O efeito do CE pode também ser
superestimado pois seu uso pode prolongar a sobrevida destes pacientes, dando mais
chance para o desenvolvimento da aterosclerose [88]. Além disso, doses cumulativas
elevadas podem estar associadas com doenga mais ativa ou com duragao prolongada
do LES [1, 85, 88].

As evidéncias sugerem fortemente que a inflamag&o tem um papel importante

no inicio e progressao da aterosclerose em pacientes sem doenga reumatoldgica [89].
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Estudos epidemiologicos tém relacionado a presenga de reagentes de fase aguda,
mediadores celulares de inflamagao e ativacdo endotelial com evidéncia clinica de
aterosclerose na populagao geral, o que justifica o mecanismo de DCV acelerada no
LES [85].

Em estudo de casos de LES com doenca inativa e controles pareados por
idade e sexo, os participantes foram submetidos a método de imagem ultra-
sonografico para avaliar risco aterosclerético em artérias carétidas comuns internas, e
foram comparados quanto aos fatores de risco ftradicionais para doenca
aterosclerética. Quando comparados, pacientes com DVC manifesta apresentavam
maior duracdo da doenga, maior indice de dano medido pelo SLICC/ACR (Systemic
Lupus International Collaborating Clinics/ACR), maior dose cumulativa de azatioprina,
maiores niveis de proteina C reativa (PcR) e de fator von-Willebrand (vW) [78].

Diferentes mecanismos pelos quais os anticorpos antifosfolipides podem afetar
a vasculopatia aterosclerética tém sido sugeridos, permanecendo ainda controversos
[88]. Anticorpos contra LDL oxidado tém reagdo cruzada com anticorpos
anticardiolipinas (aCL) em pacientes com LES [90]. Ainda ndo esta claro se em
pacientes com |IAM nao-lupicos a presenga do anticorpo esta relacionada com a
aterosclerose e formacgao de trombos [91, 92].

Um estudo comparou cinco grupos de mulheres na pré-menopausa: pacientes
com sindrome antifosfolipideo (SAF); LES com anticorpos aCL; LES sem anticorpos
aCL; AR e controles higidos. Observou-se que apds ajuste para outros preditores de
aterosclerose, pacientes com LES e SAF tinham ainda um risco elevado em 4 vezes
para lesbes de carétida ou femoral quando comparados com pacientes com AR e
controles. O grupo de pacientes com SAF nao diferiu do grupo das pacientes lupicas,
com ou sem aCL. Altos titulos de aCL e beta2glicoproteina 1 (R,GP1) ndo se
associaram a esse processo [93]. Contrariando este resultado, outro estudo mostrou

maior presenca de anticoagulante IUpico (AL) em pacientes com LES e aterosclerose,
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comparados com lupicos sem aterosclerose e controles higidos. Anticardiolipina IgG
foi mais freqliente em lapicos quando comparados aos controles [77].

Drogas antimalaricas reduzem o colesterol total de pacientes lupicos que estdo
recebendo CE [94, 95]. Estudos mostraram que a hidroxicloroquina, tanto na dose de
200mg quanto de 400mg, associou-se a menores niveis de colesterol em pacientes
com LES em uso de CE [96, 97]. Mostrou-se também que o efeito hipolipemiante da
hidroxicloroquina ocorre mesmo na auséncia de uso de CE [98].

A hidroxicloroquina tem ainda uma possivel agdo antitrombética. E um inibidor
plaquetario e parece diminuir o risco de tromboembolismo em pacientes com
anticorpos aCL [95]. Para melhor avaliar a relagao entre a presenca de anticorpos
aCL, o uso de hidroxicloroquina e a ocorréncia de eventos tromboéticos em pacientes
com LES, foram selecionados 442 pacientes da coorte LUMINA. Contrariando
resultados anteriores, o uso de hidroxicloroquina, que pareceu ser protetor contra
eventos tromboticos em andlise univariada, ndo manteve este efeito na analise

multivariada [99].

2.1.8. Disfuncao endotelial no LES

As fungdes normais das células endoteliais sdo reconhecidamente criticas para
todos os aspectos da homeostase vascular. Desta maneira, o metabolismo ativo
destas células é necessério para o continuo ajuste do tbnus vascular, controle da
pressao arterial e outras fungdes [100], como controle de adesao plaquetaria, balanco
das atividades fibrinoliticas e pro-trombéticas e permeabilidade seletiva a células e
proteinas [10, 101]. A DE ¢é caracterizada pela perda destas propriedades de
vasodilatagao, anticoagulagdo ou antiinflamatérias [10]. A fungcdo endotelial pode ser
medida in vivo avaliando a resposta a administracao de acetilcolina, um vasodilatador

endotélio-dependente, que leva a liberacdo de oxido nitrico endotelial (ONe).
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Similarmente, DE tem sido encontrada na inflamacado persistente das vasculites
sistémicas [10], como o LES. A DE é diretamente relacionada ao risco aumentado
para aterosclerose coronariana [11], a gravidade da doenca coronariana [12] e a
doencga coronariana em pacientes jovens [13]. A DE tem sido identificada em diversos
estudos no LES [14-17]

O primeiro estudo avaliando DE por ultra-sonografia (US) braquial em
pacientes com LES evidenciou DE quando comparados com controles pareados por
sexo e idade, mesmo em pacientes sem fatores de risco CV tradicionais, podendo
representar um processo precoce de aterosclerose [102]. Um estudo piloto com 36
pacientes lupicas e 22 controles saudaveis mostrou DE nas pacientes e associagao
significativa entre DE, dislipidemia e menopausa. Nao ocorreu, no entanto, relagcao
com desfecho CV no seguimento de 5 anos [14].

Com o objetivo de avaliar se a DE ocorre no LES e se é associada com fatores
de risco CV tradicionais, um grupo de pesquisadores estudou 62 pacientes com LES e
38 controles saudaveis. Foram medidos nos pacientes a fungao endotelial por US da
artéria braquial, espessamento intima — média (EIM) de artérias carétidas e presenca
de placas nestas artérias, além de parametros clinicos. Pacientes lupicos
apresentaram DE mesmo ajustando para outros fatores de risco tradicionais; entre os
pacientes, evidenciou-se uma correlagao negativa entre DE e EIM [17].

Kiss et al mostraram que pacientes lUpicos, quando comparados com
controles, apresentavam DE, e esta diferiu de forma significativa entre pacientes com

ou sem complicagbes CV [16].

2.2. Oxido nitrico

2.2.1. Sintese do 6xido nitrico

O o6xido nitrico (ON) é um gas com peso molecular de 30 daltons, que se

difunde livremente através das membranas celulares e tem uma meia-vida de 15
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segundos [103, 104]. O ON ¢é sintetizado, via oxidagao da L-arginina, por uma familia
de oxido nitrico sintases (nitric oxide synthases — NOS) [105]. As isoformas das NOS
podem ser tanto calcio-dependentes e expressas constitutivamente (NOS1 — neuronal
e NOS3 - endotelial) quanto célcio-independente e indutivel (NOS2) [105]

As NOS constitutivas produzem quantidades pequenas de ON por periodos
curtos. Em contraste, a NOS induzida por estimulos, como o inflamatério, gera

grandes e sustentadas concentragdes de ON [103].

2.2.2. Efeitos biolégicos do ON

Os efeitos biolégicos do ON sado extremamente variaveis, de acordo com seu
local de produgao, quantidade gerada e alvos no ambiente onde é liberado. Multiplos
fatores sdo importantes em determinar o papel duplo do ON, fisiolégico e
fisiopatologico [105]. A pequena quantidade de ON produzida por NOS constitutiva é
suficiente para sinalizagdo intra e intercelular, incluindo homeostase da
microvasculatura, enquanto que maior concentracdo gerada pela NOS indutivel é

microbicida e pro-inflamatéria, danificando as células e tecidos adjacentes [105].

2.2.2.1. Efeitos bioldgicos da NOS1
A NOS1 é expressa no sistema nervoso central e no sistema nervoso
autonémico dos grandes vasos do trato gastrointestinal, células B pancreaticas,
plaguetas e células epiteliais [103, 104]. Tem como principais efeitos promover a

motilidade gastrintestinal e agir como mediador na neurotransmissé&o [105].

2.2.2.2. Efeitos biolégicos da NOS indutivel

Em contraste com as isoformas constitutivas, a NOS indutivel (iNOS) é

expressa apos exposicao a diversos estimulos, como citocinas inflamatorias, incluindo
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interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (tumoral necrose factor — TNF-a),
interferon gama (IFN-y) e lipopolissacarideos (LPS) [105]. A INOS é expressa nos
macrofagos, células endoteliais, condrécitos, hepatécitos, sinovidcitos, células do
musculo liso entre outros [103]. A sua expressao é regulada pelo balango de citocinas
no microambiente [103], de forma que citocinas antiinflamatérias como o fator beta de
crescimento e transformacéo (transforming growth factor-beta — TGF-), interleucina-4
(IL-4), interleucina-10 (IL-10) e interleucina-13 (IL-13) inibem a expressdo da iINOS
[104]. A INOS gera quantidades de ON significativamente maiores e mais sustentadas
quando comparada com as formas constitutivas. Suas principais ag¢des estdo na

defesa do hospedeiro, inflamacao, dor e dano tecidual (cartilagem, epitélio) [105]

2.2.2.3. Efeitos biolégicos da eNOS

A eNOS esta presente nas células endoteliais, miocardicas e neurbnios. Sofre
estimulo de acetilcolina, adenosina difosfato, trombina, fator de crescimento endotelial
e alteragdes de fluxo sanguineo [103].

A eNOS regula o tbnus de vasos sanguineos, a agregacao plaquetaria, a

diapedese e adesao de polimorfonucleares [104, 105].

2.3. Gene da eNOS

O gene da eNOS foi sequienciado pela primeira vez em 1993. Localiza-se no
braco curto do cromossomo 7 (7q35-36), contém 26 exons ao longo de 21 kilobases
de DNA gendmico e codifica um RNA mensageiro de 4052 nucleotideos [106] (Figura
1). Desde entdo, muitas variagbes tém sido descritas na regido promotora, éxons e

introns [107].
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Figura 1A. Organizagao do gene da eNOS incluindo a localizagao dos polimorfismo mais
estudados 1B. Detalhe da regido promotora. O gene da eNOS é composto por 26 éxons.
Adaptado de Tanus et al [108].

2.3.1. Polimorfismos da eNOS e doenca aterosclerotica

Devido a sua fungao regulatdria da produgcao de ON em nivel endotelial, o gene
codificador da eNOS é um provavel candidato para suscetibilidade de doenca
aterosclerética [18]. Os trés polimorfismos mais comumente avaliados sdo o T-786C
da regido promotora, o Glu298Asp no éxon 7 e uma repeticdo em tandem (VNTR -
variable number of tandem repeats) de 27 pares de bases no intron 4.

Existem diversas publicacdes, tanto de estudos transversais quanto de caso-
controle, para associagdes entre polimorfismos da eNOS e DCV. Os resultados sao
conflitantes, principalmente os provenientes de estudos pequenos e de baixo poder
estatistico. Citando os resultados positivos, o Glu298Asp foi associado com doenca

arterial coronariana (DAC) [109-111]. O T-786C mostrou associagao com espasmo
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coronariano [112] e o VNTR do intron 4 foi associado tanto com 1AM [113] quanto com

doenca arterial periférica e coronariana [114].

Uma meta-analise incluiu 26 estudos de caso-controle que avaliaram a
associacao entre doenga coronariana e homozigose para os polimorfismos citados
acima. Nos resultados, observa-se que as homozigoses para os alelos “a” do intron-4
e Asp298 determinam risco moderado para DCV (RC 1,31; IC 95% 1,13-1,51; e RC,
1,34; IC 95%, 1,03-1,75; respectivamente) [19]. Foi observada também associagéo
estatisticamente significativa (RC 1,30, IC 95% 1,01-1,66) do polimorfismo T-786C e

DCV, em outro estudo [115].

2.4.Prevaléncia dos polimorfismos da eNOS nas doencas
reumatoldgicas

O LES, assim como outras doencas reumatolégicas com processo inflamatério
crbénico, tem um maior risco CV [116] . A DE tem sido observada tanto no LES quanto
em outras doencas auto-imunes, como AR, ES e algumas vasculites [20-26].

No LES, foram publicados 4 estudos. O primeiro deles analisou os
polimorfismos T-786C, intron 4 e Asp298 em 88 pacientes com LES e 199 controles e
encontrou associagao entre o alelo intron 4b e pacientes (RC 2.16, 95% IC 1.29-3.60,
p= 0.005), porém nao encontrou associagao com manifestagdes clinicas, presenga de
auto-anticorpos ou gravidade da doenca [71].

Em outro estudo, ndo foi verificada diferenca entre pacientes com LES e
controles para VNTR do intron 4; porém, teste de regressao logistica mostrou que em
portadores de LES o gendtipo a/b foi fator de risco para glomerulonefrite (RC=3,28; IC
95% 1,04-10,2, P=004) [70].

Um terceiro estudo ndo mostrou associacdo nem para suscetibilidade da
doenca, nem para o desenvolvimento de nefrite nos pacientes, quando avaliou os

polimorfismos VNTR do intron 4 e T-786C [69].
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Um estudo mais recente avaliou 190 pacientes lupicos e 145 controles, numa
populacdo especifica da ilha de Creta, na Grécia. Ndo houve associagdo para
suscetibilidade ao LES no polimorfismo intron 4 avaliado. Porém houve uma forte
associagado para o gendtipo a/b (RC 2.71, 95% IC: 1.4 — 5.2; p<0,01) e o alelo a

(RC1.96 95% IC 1.11-3.44; p< 0,025) e glomerulonefrite lUpica [68]
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3. JUSTIFICATIVA

A justificativa do presente estudo vem da necessidade em se identificar
marcadores genéticos associados a suscetibilidade do lupus eritematoso sistémico e
as suas diversas manifestagdes clinicas, especialmente as mais graves, como a
glomerulonefrite, com o objetivo de prevenir ou minimizar os efeitos da doenca. Além
disso, visa a buscar a associacdo entre marcadores genéticos de doenca
cardiovascular e lupus eritematoso sistémico, uma doenca com alta incidéncia de
aterosclerose. Conforme discutido, os polimorfismos dos genes da o6xido nitrico
sintetase endotelial sdo potenciais candidatos, mas com resultados da literatura
escassos e ainda controversos. Nao temos dados ainda destes polimorfismos na
populagao brasileira. Considerando que os marcadores genéticos variam conforme a
constituicdo genética de cada populagdo, € importante a obtencdo de dados

especificos para a nossa populagao.
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4. OBJETIVOS DO ESTUDO
4.1. Objetivo geral

Avaliar a associagdo da suscetibilidade para o lupus eritematoso sistémico e de
caracteristicas clinicas (glomerulonefrite lupica, sindrome antifosfolipidio, doenca
cardiovascular e fatores de risco para doenga cardiovascular) com o polimorfismo

Glu298Asp do gene da 6xido nitrico sintetase endotelial.

4.2. Objetivos especificos

Verificar a freqiiéncia do polimorfismo GIlu298Asp em uma populagao de
pacientes com lupus eritematoso sistémico e grupo controle.

Comparar a freqiéncia do polimorfismo Glu298Asp entre uma populacdo de
pacientes com lupus eritematoso sistémico e grupo controle.

Verificar a associagédo do polimorfismo Glu298Asp com glomerulonefrite IUpica,
sindrome antifosfolipidio, doenga cardiovascular e fatores de risco para doenca

cardiovascular em pacientes com lupus eritematoso sistémico.
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Abstract

Objective: To examine potential associations of the Glu298Asp polymorphism
in the coding region of the endothelial nitric oxide synthase (eNOS) gene with
susceptibility to and clinical expression of systemic lupus erythematosus (SLE).

Methods: One hundred and thirteen consecutive patients with European
ancestry, with diagnosis of SLE, satisfying the American College of Rheumatology
criteria, who were recruited from the outpatient clinic of the Division of Rheumatology of
the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, and 206 healthy controls from the same
geographic area were genotyped by polymerase chain reaction (PCR) for the
Glu298Asp polymorphism in the coding region of the eNOS gene. Clinical,
demographic and laboratorial data was collected. Clinical manifestations of SLE and
related diseases were evaluated for the association with specific genotypes.

Results: The allelic and genotypic distribution of the Glu298Asp did not differ
significantly between SLE patients and controls. We found no association of the
polymorphism with lupus nephritis, antiphospholipid syndrome (APS), cardiovascular
disease (CVD) and risk factors to CVD.

Conclusion: The presented results do not provide support for a major role of
eNOS Glu298Asp neither in the susceptibility for SLE nor in its clinical manifestation,
which can be due to loss of statistical power in this subgroup analysis.

Key-words: Systemic lupus erythematosus; polymorphisms; Glu298Asp; eNOS;

endothelial nitric oxide synthase.
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Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an idiopathic multisystemic autoimmune
inflammatory chronic disease with a broad range of clinical presentations and a
variable course and prognosis [1-3]. In recent years, complete genome scans have
identified SLE susceptibility loci, [4] including the endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) locus [5]. At least four susceptibility genes are necessary for phenotypical
expression, in most of the cases [6] . Differences in the contribution of specific genetic
variants to the SLE phenotype from populations of different ancestral backgrounds are
becoming increasingly apparent. [7]. In this regard, identification of new genes, related
to SLE susceptibility and clinical manifestations is necessary in each population.

The risk of acute myocardial infarction (Ml) is increased up to 52 fold in lupus
patients [8] and is probably related to endothelial dysfunction (ED) [9-12]. The gene
that encodes the production of endothelial nitric oxide (eNOS) is a potential candidate
to atherosclerosis-susceptibility gene. The eNOS gene polimorphisms that are
responsible for differences in the expression or activity of the encoded protein are the
T—786C on promoter region, the Glu298Asp in exon 7 and a tandem repeat (VNTRs -
variable number of tandem repeats) of 27 base pairs in intron 4 [13].

The aim of the present study is to investigate associations between the
polymorphism GIu298Asp in the coding region of the eNOS gene and SLE
susceptibility and clinical manifestations in individuals with European ancestry from

South Brazil.
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PATIENTS AND METHODS

Study population

The study population was comprised of 113 SLE patients with European
ancestry from the outpatient clinic of the Division of Rheumatology of the Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. The medical records were reviewed for documentation of
demographic, clinical, and laboratorial data. All patients fulfilled the SLE American
College of Rheumatology criteria [14]. Those patients had the genomic DNA collected
and stored.

The clinical manifestations evaluated were photosensitivity, malar rash, discoid
rash, oral or nasal ulcers, arthritis, serositis (pleuritis or pericarditis), nephritis and CNS
disease, defined as seizures or psychosis. For the laboratorial evaluation were
included hematological disorders (hemolytic anemia, leukopenia, lymphopenia or
thrombocytopenia), positive ANA, and several antibodies as anti-DNAgs, anti-Sm,
anticardiolipin and lupus anticoagulant. The patients were also evaluated in regard to
secondary antiphospholipid syndrome (APS), cardiovascular disease (CVD), including
MI, angina, stroke, arterial or venous thromboembolism, transitent ischemic attack and
cardiovascular risk  factors  (hypertension, diabetes  mellitus, smoking,
hypercholesterolemia and family history for CVD).

The control group was composed of 206 healthy volunteers with European
ancestry. Both groups are descend from European immigrants (mainly of Portuguese,
German and lItalian). Blood samples were obtained for DNA extraction. The study
protocol was approved by the Ethics Committee of the Hospital de Clinicas de Porto

Alegre and informed consent was obtained from all patients.
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DNA Extraction and Genotyping

DNA was isolated from peripheral blood cells using the protocol described by
Lahiri and Nurnberger [15]. DNA samples were stored at -20°C. The missense variant
Glu298Asp in exon 7 was identified using the set of primers described in Shimasaki et
al [16]. PCR samples were prepared to a final volume of 25 pul as follows: 1 pul of DNA
(0.2-0.5 pug); 2.5 wl of 10X PCR buffer [200 mM Tris—HCI (pH 8.4), 500 mM KCI]; 1 ul
of 50 mM MgCI2; 1 pl of 3 mM dNTP mix; 1 ml of 10 pmol primer mix; and 1U of Taq
DNA polymerase (Invitrogen Corporation, San Diego, CA, USA) and were submitted to
35 cycles at 94°C for 1 min, 58°C for 1min, and 72°C for 1 min. The resulting 248-bp
fragment was digested with the enzyme Eco24l1 (for 3h at 37°C), yielding 163-bp and
85-bp fragments (wild-type Glu allele) or no digestion (variant 298Asp allele), as

visualized in 3% agarose gel.
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Statistical analysis

Data was analyzed using EPI-INFO version 6 and SPSS for Windows version
11.0. The association between categorical variables was tested using Pearson chi-
square or Yates corrected chi-square. The crude and Mantel-Haenszel (M-H; for
stratified analysis) odds ratios (OR), along with 95% confidence intervals, were
calculated for the carriers of the allele Asp. The Hardy-Weinberg equilibrium was tested
comparing the observed genotypic frequencies with the expected ones (considering the
observed allelic frequencies) using the chi-square goodness-of-fit test. A two-tailed P

value < 0.05 was considered statistically significant.
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RESULTS

The demographics, clinical and laboratorial features of lupus patients and
demographic features of controls are shown in table I. The mean age of patients with
CVD (41.55 years SD 13.38) was not different from the whole population of SLE
patients mean age (data not shown).

The allele and genotype frequencies of the Glu298Asp eNOS polymorphism did
not differ significantly between patients and controls, as shown in table Il. The crude
and M-H (stratified by sex) odds ratios of the presence of the allele Glu298Asp were
1.02 (95% CI: 0.62 to 1.66; P = 0.962) and 1.09 (0.61 to 1.95; P = 0.870), respectively.
Patients and controls were in Hardy-Weinberg equilibrium.

Table Il compares clinical characteristics with the missense variant Glu298Asp.
There are no statistically significant differences among the genotypic groups in respect
to lupus nephritis, secondary APS, associated CVD or the presence of two or more risk

factors to CVD.
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DISCUSSION

In recent years, several studies have tested the association between candidate
genes and the development of SLE and specific clinical manifestations in patients of
different ethnic origins. Influenced by the higher incidence of CVD in SLE patients and
the association of atherosclerosis and eNOS polymorphisms, there is a growing
interest to determine whether eNOS polymorphism may enhance the risk of developing
SLE or its clinical manifestations.

In a multivariate analysis, Asp298 homozygosity was considered an
independent risk factor for CAD with an OR of 4.2 (95% IC: 2.2 -7.9; p<0.0001), when
compared with Glu298 homozigotos [17]. In several studies, the variant Glu298Asp
was associated to hypercholesterolaemia [18], hypertension [19-24], MI [16, 17, 25],
early CAD [26, 27] coronary artery spasm [28-30], carotid plaques [31], carotid intima-
media thickness (IMT) [32] and stroke [33, 34] This polymorphism expression can
result in ED and CAD through the impaired NO synthesis [35]. There were some
conflicting results [36-44], especially related to hypertension. But a meta-analysis of 26
studies involving 23028 subjects, confirmed the evidence that the Asp298
homozygotes are at an increased risk to CVD [45]. Another recent meta-analysis
suggests that current data on the relationship between eNOS variants and
hypertension are subject not only to important heterogeneity but also to publication bias
[46].

There is no previous study associating this polymorphism and CVD in SLE
patients. The studies that tryed to associate SLE or SLE clinical manifestations with
Glu298Asp obtained conflicting results [47-50]. A study examined the 3 eNOS
polimorphisms frequency in SLE [47], with positive association of intron 4b allele with
disease. Another study analyzed 2 eNOS polymorphisms: T-786C and intron 4, plus
the ECA intron 161/S polymorphism, in lupus patients and controls, with no correlation

with disease nor lupus nephritis [48]. A third study did not find increased frequency on
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intron 4 polymorphism in lupus patients but a positive correlation with lupus nephritis
was present, in a Korean population. [49]. A more recent study evaluated 190 lupus
patients and 145 controls, in a specific Cretan population. The intron 4 polymorphism
was not associated with susceptibility to SLE but it had a strong association with lupus
nephritis [50].

Besides SLE [51], other chronic inflammatory rheumatic disorders, such as
rheumatoid arthritis, systemic sclerosis and several vasculitides are associated with
eNOS polimorphisms [562-59], but these results are also inconclusive [57, 60].

The present study included only patients with European ancestry to minimize
ethnic influence of eNOS genotypic frequency [61]. The controls included were also
subjects living in the same geographic area and from similar ethnic origins of the
patients, descending from European immigrants.

Our results demonstrate that the Glu298Asp polymorphism did not increase
SLE susceptibility. To our knowledge, this is the only study comparing the Glu298Asp
polymorphism frequency with CVD and CV risk factors in SLE patients. There is one
single study testing the same polymorphism in a smaller population of SLE patients
and controls with a distinct ethnic background [47]. They did not find associations
between missense variant Glu298Asp, neither with SLE presence nor its clinical
manifestations.

A few studies showed significant evidence for association of mutated
Glu298Asp with end-stage renal disease (ESRD), in diabetic or non-diabetic patients
[62-64]. Some of those studies included lupus patients, but with no specific subgroup
analysis. Those evidences suggest that the Glu298Asp polymorphism can be further
evaluated in lupus nephritis. This study tryed to identify possible association of the
polymorphism with lupus nephritis; although no significant association was observed
between SLE clinical manifestations and missense variant GIu298Asp in exon 7, this

could be explained by the lack of statistical power for the subgroup analysis.
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The relevance of studying CVD in SLE patients is due to the fact that CV
diseases are one of the major causes of death in this group of patients. All the efforts to
identify earlier patients at risk to develop CVD will permit optimization of the treatment
and consequent increased patients’ survival.

This study can not suggest that the Glu298Asp polymorphism is an indicative of
risk to CVD in SLE population. There is a possibility that increasing the number of
patients, an association of the missense gene with lupus nephritis, CVD or CV risk

factors can be found.
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TABLES

Table I. Clinical, demographic, and laboratory features of patients genotyped for the Asp298Giu

polimorphism*.

SLE Controls
n=113 N=206

Female 99 (87,6) 66 (32,0)
Age, years — mean (SD) 37,4 (13.6) 43,5 (8,5)
Disease duration, years — 13 (9-19) _
Median (percentile 25,75) *
Cutaneous involvement 102 (90,3) _
arthritis 88 (77,9) -
Serositis ** 30/112 (26,8) -
Nephritis 57 (50,4) -
CNS 14 (12,4) —
hematological 81 (71,7) .
ANA 110 (97,3) -
Anti-DNA ** 55/110 (50) _

Secondary APS **

8/110 (7,3)

* Data are presented as number (percentage) of patients, except when indicated otherwise. ** Data not available for

all patients; the values represent the number of patients with the indicated abnormalities over the number of

patients that were examined, with percentages given in parentheses. * data available only for 110 patients.
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Table Il. Frequencies of the genotypes and alleles of theGlu298Asp eNOS polymorphism in

patients with SLE and controls*

SLE Controls
Glu298Asp pP*
(n=113) (n=206)
Alleles, number of alleles (%)
allele Asp 74 (32,7) 133 (32,3) 0,975
allele Glu 152 (67,3) 279 (67,7)
Genotype, number of subjects (%)
Asp/Asp 11 (9,7) 19 (9,2) 0,988
Asp/Glu 52 (46) 95 (46,1)
Glu/Glu 50 (44,2) 92 (44,7)

* Pearson chi-square test or Yates corrected chi-square.
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Table Ill. Comparison of clinical characteristics of patients according to the

genotype of the Glu298Asp*

SLE patients divided by genotypes

Asp/Asp  Asp/Glu Glu/Glu

Clinical features P
nephritis 8/11 (72,7) 28/52 (53,8) 21/50 (42) 0,146
Secundary APS 1/10 (10) 3/51 (5,9) 4/49 (8,2) 0,855
CvD 3/9 (33,3) 11/43 (25,6) 9/45 (20) 0,642
>2 CVD RF 3/10 (30)  25/43 (58,1) 20/43 (46,5) 0,229

*The values represent the number of patients with the indicated abnormalities
over the number of patients that were examined, with percentages given in

parentheses. * Pearson chi-square. SLE: systemic lupus erythematosus;
APS: antiphospholipid syndrome; CVD: cardiovascular disease; RF: risk factor
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7.1. Anexo | — Protocolos de pesquisa

PROTOCOLO DE AVALIACAO CLINICA E LABORATORIAL DO AMBULATORIO DE LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO - HCPA

IDENTIFICACAO

Nome:

Registro: Sexo: FOO M O

Raga: branca [J negra [ mista [0  outra [
Data de nascimento:

Naturalidade: Nacionalidade:
Endereco:
Cidade:
Telefones:

INICIO DOS SINTOMAS:
DATA DO DIAGNOSTICO:
INICIO DO ACOMPANHAMENTO NO HCPA:

CRITERIOS DE CLASSIFICACAO PARA LES (ACR 1997)

U Rash malar
U Rash discoide
U Fotossensibilidade
U Ulceras orais/nasais
O Artrite
U Serosite: pleurite O pericardite [
Q Doencga renal classe: ] sem bidpsia
d Doenca neurologica: psicose [1  convulsdes [
a Hematolégico a) anemia hemolitica [
b) leucopenia / linfopenia [
c) plaquetopenia [
U FAN positivo:
Q Imunoldgico a)antibNA O
b) antiSm [
c)aCL IgG/IgM O___ AL OO VDRL falso positivo [l
Doenga CV sim nao
Tabagismo HF de LES sim nao
sivo oo | 7 de doenca OV oo
Ex'-’Fabag|sta SIm_Nao SAF secundaria sim né&o
Etilismo sim n&o - =
HAS sim nao
diabetes sim n&o
dislipidemia sim né&o

Doencga CV: IAM, angina, AVC, trombose, claudicagao,
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TRATAMENTOS MEDICAMENTOSOS
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Medicamento

Evento Adverso (

indicou suspenséo

Tempo

de uso

Dose

Max.

AINEs

Prednisona

D-CQ/HCQ

Azatioprina

Pulsoterapia

metilprednisolona

Ciclofosfamida
v

Micofenolato

Ciclofosfamida
VO

Dapsona

Danazol

CaCO;/ vit Dy

Bisfosfonados

Metotrexate

Ciclosporina

AAS ou
ticlopidina

Anticoagulantes

Estatinas

ACO ou
injetaveis

TRH

Pesquisador:

Data:

SLICC
ITEM escore
OCULAR
Catarata 0,1
Retinopatia ou atrofia 6ptica 0,1
NEUROPSIQUIATRICO
Déficit cognitivo OU psicose maior 0,1
Convulsdes (necessitando tratamento por 6 meses) 0,1
AVC em qualquer época (se > 1 escore 2) 0,1/ 2
Neuropatia craniana ou periférica (exclui éptica) 0,1
Mielite transversa 0,1
RENAL
DCE estimada ou medida < 50% 0,1
Proteinuria >3,5g/ 24 h 0,1
OU doenga renal em estagio final ouU 3
PULMONAR
Hipertenséo pulmonar 0,1
Fibrose pulmonar (clinico e radiografico) 0,1
Pulmao encolhido (Rx) 0,1
Fibrose pleural (Rx) 0,1
Infarto pulmonar (Rx) 0,1
CARDIOVASCULAR
Angina OU bypass arterial 0,1
IAM em qualquer época (se > 1 escore 2) 0,1/ 2
Cardiomiopatia (disfungéo ventricular) 0,1
Doenga valvular (sopros >3+/6) 0,1
Pericardite por 6 meses ou pericardiectomia 0,1
DOENCA VASCULAR PERIFERICA
Claudicacao por 6 meses 0,1
Perda de tecido (polpas digitais) 0,1
Perda significante de tecido (dedo ou membro) 0,1/ 2
(se > 1 escore 2)
Trombose venosa com ulceragdao, edema OU estase | 0,1
venosa
GASTROINTESTINAL
Infarto ou ressecgéo do intestino, figado, baco ou VB (se | 0,1/ 2
> 1sitio, escore 2)
Insuficiéncia mesentérica 0,1
Peritonite crénica 0,1
Constrigdo OU cirurgia TGI superior em qualquer ocasido | 0,1
Pancreatite crénica 0,1
MUSCULOESQUELETICO
Atrofia ou fraqueza muscular 0,1
Artrite deformante ou erosiva 0,1
Osteoporose com fratura 0,1
Necrose avascular (se > 1 escore 2) 0,1/2
Osteomielite 0,1
Ruptura de tendao 0,1
PELE
Alopecia crénica cicatricial 0,1
Extensa cicatrizacdo ou paniculo (exceto em couro | 0,1
cabeludo ou polpa digital)
INSUFICENCIA GONADAL PREMATURA 0,1
DIABETES (independente do tratamento) 0,1
MALIGNIDADE (exceto displasia) (se > 1 sitio, escore 2) 0,1/ 2

TOTAL
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PROTOCOLO DE ACOMPANHAMENTO DO AMBULATORIO DE LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

IDENTIFICAGAO

Nome:

Registro:
Pesquisador:

DATA:

MEDICACOES EM USO

SLEDAI

ESCORE ITEM
Convulséo
Psicose

MEDICAMENTO

DOSE ATUAL

Sd. cerebral organica

AINEs

Visual

Nervos cranianos

Prednisona

Cefaléia lupica

D-CQ/HCQ

AVC

Azatioprina

Vasculite

Pulso de MPN

Artrite

Ciclofosfamida IV

Miosite

Ciclofosfamida VO

Dapsona

Cilindros

Danazol

Hematuria

CaCOs3 | vit D3

Proteindria

Bisfosfonados

Pidria

Metotrexate

Rash malar novo

Ciclosporina

Alopecia

AAS ou ticlopidina

Membranas mucosas

Anticoagulantes

Pleurite

Estatinas

Pericardite

Anticoncepcionais
orais ou injetaveis

Baixos complementos

Anti- DNA

Terapia de reposicdo
hormonal

Febre

Trombocitopenia

Rl R R NN NN NN N A DM M B M O 0O O 0O O 00| 0|

Leucopenia

TOTAL

AVALIACAO METABOLICA:

COLESTEROL TOTAL

HDL

LDL

TRIGLICERIDEOS

GLICEMIA
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7.2. ANEXO Il — Termo de Consentimento

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO

ESTUDO DE POLIMORFISMO DA OXIDO NITRICO SINTETASE EM PACIENTES
COM LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO E SUA RELAGAO COM
ATEROSCLEROSE.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

Os portadores de lupus eritematoso sistémico apresentam mais chance de ter
problemas cardiovasculares do que outras pessoas, como o infarto, a angina, o
derrame cerebral, a trombose das pernas e a embolia pulmonar.

Este estudo esta sendo realizado para tentar identificar os fatores de risco para
problemas cardiovasculares em pessoas com lupus.

DE QUE CONSTA O ESTUDO?

Sera coletada uma amostra de sangue. O exame de sangue sera destinado a
avaliacdo genética e s6 sera utilizado para a analise de genes relacionados ao
aumento de risco cardiovascular e a atividade da doenca. O uso dessa parte do
sangue para quaisquer outras finalidades é vetado.

QUAIS SAO AS VANTAGENS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

1. Avaliar o risco cardiovascular de cada paciente, permitindo prevenir problemas
cardiovasculares futuros.

2. Colaborar para o avango e progresso do conhecimento sobre a lupus eritematoso
sistémico e sobre as doencas cardiovasculares.

QUAIS SAO AS DESVANTAGENS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

Comparecer ao hospital
2. Realizar puncdo venosa para coleta de sangue, que pode causar dor temporaria e
colegao de sangue na pele (equimose ou hematoma)

HA A POSSIBILIDADE DE ESTE ESTUDO CONTINUAR?

Este estudo foi planejado para encerrar em 2006, e para avaliar o risco
genético apenas através dos genes da oxido nitrico sintetase. No entanto, é possivel
que mais genes e outros fatores relacionados ao risco cardiovascular em pacientes
com lupus eritematoso sistémico possam vir a ser analisados mais adiante. Outra
possibilidade € que em 5 ou 10 anos os pacientes sejam contatados novamente para
verificar se houve surgimento de problemas cardiovasculares de fato.

DADOS RELATIVOS A PROTECAO DO PACIENTE

69



70

A. Os dados coletados neste estudo sao confidenciais, € ndo serao revelados dados
que permitam identificar os pacientes em hip6tese alguma.

B. A adesédo ao estudo é voluntaria, ou seja, cada paciente é livre para decidir ndo
participar.

C. A decisdao de nao participar nao interferira no acompanhamento normal dos
pacientes no Ambulatério, na Emergéncia nem na Internagdo do Hospital de
Clinicas.

D. O paciente é livre para desistir em qualquer momento do estudo, sem

necessidade de fornecer justificativa.

COMPREENSAO E AUTORIZAGAO
Tendo compreendido as informacgbes do presente termo de consentimento e

concordado com elas, assinala com um X apenas uma das opg¢des abaixo:

() Autorizo o uso dos dados desta pesquisa para analise dos genes da 6xido

nitrico sintetase.

() Autorizo o uso dos dados desta pesquisa para andlise dos genes genes da

oxido nitrico sintetase e de outros genes relacionados a doenca cardiovascular e ao

lUpus eritematoso sistémico que possam vir a ser considerados relevantes dentro

desta linha de pesquisa, desde que pelo mesmo grupo de pesquisa.

Paciente:

Registro: Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura do pesquisador:
Porto Alegre, de de 200__.

Pesquisadores responsaveis: Prof. Dr. Jodo Carlos T. Brenol

Tel: (051) 2101 8340; FAX: (051) 3331 3834

Tamara Mucenic Tel: (051) 9964 5360

Comité de Pesquisa e Etica em Saude: Telefone: (051) 2101 8304
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7.3. ANEXO Il — Critérios diagnosticos do Lupus Eritematoso
sistémico do Colégio Americano de Reumatologia

1.Rash malar

Eritema fixo, plano ou elevado, nas eminéncias malares, tendendo a poupar a regiao nasolabial
2. Rash Discoide

Placas eritematosas elevadas, ocorrendo cicatrizagao atréfica nas lesées antigas

3. Fotossensibilidade

Rash cutaneo resultante de reagdo incomum ao sol, por histéria do paciente ou observacao do
médico

4.Ulcera oral

Ulceragao oral ou nasofaringea, geralmente ndo dolorosa, observada pelo médico

5. Artrite

Artrite ndo — erosiva, envolvendo 2 ou mais articulagcdes periféricas caracterizada por dor a
palpacao, edema ou derrame

6. Serosite

(a) pleurite — histéria convincente de dor pleuritica ou atrito auscultado pelo médico ou
evidéncia de derrame pleural

ou

(b) pericardite — documentada por ECG ou atrito ou evidéncia de derrame pericardico

7. Alteracao renal

(a) proteinuria persistente > 0,5 g por dia ou > 3 + se ndo quantificada

ou

(b) cilindros celulares: podem ser hematoldgico, granular, tubular ou misto

8. Alteracao neurologica

(a) convulsao — na auséncia de drogas implicadas ou alteragdes metabdlicas conhecidas
(ex.uremia, cetoacidose, disturbios hidroeletroliticos)

Ou

(b) psicose - na auséncia de drogas implicadas ou alteragbes metabdlicas conhecidas
(ex.uremia, cetoacidose, disturbios hidroeletroliticos)

9. Alteracdo hematolégica

(a) anemia hemolitica — com reticulocitose

Ou

(b) leucopenia - < 4000/mm3 total em 2 ou mais ocasides
Ou

(c) linfopenia - < 1500/mm3 em 2 ou mais ocasides

Ou

(d) trombocitopenia - < 100 000/mm3 na auséncia de drogas causadoras

10. Alteracdo imunolégica

(a) anti-DNA — anticorpo ao DNA nativo em titulos anormais

Ou

(b) Anti-Sm — presencga do anticorpo ao antigeno nuclear Sm

Ou

(c) Achados positivos de anticorpos antifosfolipideos baseados em (1) concentracdo sérica
anormal de anticardiolipina IgG ou IgM, (2) teste positivo para anticoagulante lupico usando
teste-padréo ou (3) VDRL falso positivo por pelo menos 6 meses e confirmado por FTA-Abs

11. Anticorpo antinuclear (FAN)

Titulo anormal do FAN por imunofluorescéncia ou método equivalente em qualquer momento,
na auséncia de drogas sabidamente associadas ao lupus induzido por drogas

Para fins de classificagcdao de doenca, o (a) paciente deve apresentar ao menos 4 dos 11
critérios.
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