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RESUMO

GIARDINI HAM. Polimorfismos do gene SERPINAL: associagdo a pior progndstico em
pacientes com vasculites ANCA-associadas em uma coorte prospectiva multiétnica
brasileira [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo;
2023.

Introdug&o: Polimorfismos do gene SERPINAL, que codifica a enzima alfa-1-
antitripsina (A1AT), e do gene PRTN3, que codifica a enzima proteinase-3 (PR3),
foram associados as vasculites ANCA-associadas (VAA) em estudos de Genome-
wide association (GWAS) de pacientes brancos. Entretanto, a relacdo entre estes
polimorfismos e as VAA na populacdo multiétnica brasileira ainda € desconhecida.
Objetivos: Avaliar a associacao entre single nucleotide polymorphisms (SNPs) dos
genes SERPINA1 e PRTN3 com as VAA em uma coorte multiétnica de pacientes
brasileiros, e avaliar também a associacdo entre esses SNPs e classificacdo da
doenca, positividade do ANCA, concentracdes séricas de A1AT, manifestacdes
clinicas, dano e mortalidade. Métodos: Trata-se um estudo de caso-controle e coorte
prospectivo que incluiu 115 pacientes com VAA (2012 revised International Chapel Hill
Consensus Conference Nomenclature of Vasculitides e 2007 European Medicines
Agency Algorithm for Classification of Vasculitis) e 608 controles saudaveis, no
periodo de junho de 2018 a julho de 2020. Os SNPs rs7151526 e rs28929474 do gene
SERPINAL e rs62132295 do gene PRTN3 foram identificados utilizando a técnica de
real time PCR. A presenca dos ANCAs foi avaliada pelos métodos de
imunofluorescéncia indireta e ELISA (anti-PR3 vs. anti-MPO). As concentracdes
séricas de A1lAT foram avaliadas pelo método imunoturbidimétrico. Resultados:
Avaliamos 115 pacientes (65,2% granulomatose com poliangiite, 17,4%
granulomatose eosinofilica com poliangiite, 17,4% poliangiite microscopica) e 608
controles. O rs7151526 foi mais frequente em pacientes em homozigose (1,7% vs.
0,2%, p=0,045) e o0 rs28929474 foi mais frequente em pacientes tanto em
heterozigose (6,1% vs. 1,3%, p<0,0001) quanto em homozigose (1,7% vs. 0% |,
p<0,0001) do que nos controles. Na subanalise de individuos pretos, 0s rs7151526 e
rs28929454 foram mais frequentes em pacientes em heterozigose (9,6% vs. 3,8%,
p=0,0035; 7,7% vs. 0,5%, p<0,0001, respectivamente) e homozigose (3,8% vs. 0,0%,
p=0,0035; 3,8% vs. 0%, p<0,0001, respectivamente) do que nos controles. Os



portadores desses SNPs tiveram uma sobrevida média menor [rs28929474: 54,9
(40,9-68,9) anos; rs7151526: 57,4 (42,7-72,1) anos] do que nao portadores [68,0
(67,2-69,0) anos, p<0,0001]. A associacao entre esses SNPs foi o principal preditor
de mortalidade (HR=6,2, 1C95%=1,4-27,1, p=0,015). N&o foi possivel verificar
associacdo entre o rs62132295 e o diagnostico de VAA em nossa coorte.
Conclusdes: Nosso estudo € o primeiro a demonstrar a associacao entre SNPs do
gene SERPINA1 e o diagnostico de VAA em uma coorte multiétnica brasileira. A
presenca destes SNPs também se associou a uma menor sobrevida entre os

pacientes com VAA nesta coorte.

Descritores: Genética. Polimorfismo. Mortalidade. Vasculite Associada a ANCA.

alfal-Antitripsina. Proteinase 3 de Neutroéfilos



ABSTRACT

GIARDINI HAM. SERPINA1 gene polymorphisms: association with worse prognosis
in patients with ANCA-associated vasculitis in a Brazilian multiethnic prospective

cohort [thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2023

Introduction: Polymorphisms of the SERPINA1 gene, which encodes the alpha-1-
antitrypsin enzyme (A1AT), and the PRTN3 gene, which encodes the proteinase-3
enzyme (PR3), have been associated with ANCA-associated vasculitis (AAV) in
Genome-wide association studies (GWAS) of white patients. However, the relationship
between these polymorphisms and AAV in the Brazilian multiethnic population remains
unknown. Objectives: To evaluate the association between single nucleotide
polymorphisms (SNPs) of the SERPINAL and PRTN3 genes and the diagnosis of AAV
in a multiethnic cohort of Brazilian patients and to evaluate the association between
these SNPs and disease classification, ANCA positivity, serum A1AT levels, clinical
manifestations, damage, and mortality. Methods: This was a case-control and
prospective cohort study that included 115 patients with AAV (2012 revised
International Chapel Hill Consensus Conference Nomenclature of Vasculitides and
2007 European Medicines Agency Algorithm for Classification of Vasculitis) and 608
healthy controls, from June 2018 to July 2020. The SERPINA1 SNPs rs7151526 and
rs28929474 and PRTN3 SNP rs62132295 were identified using real-time PCR. The
presence of ANCAs was evaluated using the indirect immunofluorescence and ELISA
(anti-PR3 vs. anti-MPO) methods. Serum A1AT levels were evaluated using an
immunoturbidimetric method. Results: We evaluated 115 patients (65.2%
granulomatosis with polyangiitis, 17.4% eosinophilic granulomatosis with polyangiitis,
17.4% microscopic polyangiitis) and 608 controls. The rs7151526 was more frequent
in patients in homozygosis (1.7% vs. 0.2%, p=0.045) and rs28929474 was more
frequent patients in heterozygosis (6.1% vs. 1.3%, p<0.0001) and homozygosis (1.7%
vs. 0%, p<0.0001) than in controls. In the sub-analysis of black individuals, rs7151526
and rs28929454 were more frequent in patients in heterozygosis (9.6% vs. 3.8%,
p=0.0035; 7.7% vs. 0.5%, p<0.0001, respectively) and homozygosis (3.8% vs. 0%,
p=0.0035; 3.8% vs. 0%, p<0.0001, respectively) than in controls. Carriers of these
SNPs had a lower mean survival [rs28929474: 54.9 (40.9-68.9) years; rs7151526: 57.4



(42.7-72.1) years] than non-carriers [68.0 (67.2-69.0) years, p<0.0001]. The
association between these SNPs was the main predictor of mortality (HR=6.2,
95%CI=1.4-27.1, p=0.015). We were unable to verify an association between
rs62132295 and AAV diagnosis in our cohort. Conclusions: Our study is the first to
demonstrate an association between SERPINA1 SNPs and the AAV diagnosis in a
Brazilian multiethnic sample. The presence of these SNPs was also associated with

shorter survival among patients with AAV in this cohort.

Descriptors: Genetics. Polymorphism. Mortality. Anti-Neutrophil Cytoplasmic

Antibody-Associated Vasculitis. alpha 1-Antitrypsin. Proteinase 3
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1. INTRODUCAO

As vasculites associadas aos anticorpos anticitoplasma de neutréfilos (VAA)
constituem um grupo de doencas autoimunes raras que levam a inflamacgéo dos vasos
sanguineos de pequeno e médio calibre (JENNETTE et al., 2013). Além disso, os
anticorpos anticitoplasma de neutrofilos (ANCA) s&o importantes marcadores
diagnoésticos e parecem ser de fundamental importancia na fisiopatogénese dessas
doencas (NAKAZAWA et al., 2019).

1.1. Epidemiologia

Trés entidades principais constituem o grupo das VAA: granulomatose com
poliangiite (GPA), poliangiite microscopica (PAM) e granulomatose eosinofilica com
poliangiite (GEPA). Apesar de raras, a incidéncia e prevaléncia das VAAs parece estar
aumentando nas ultimas décadas, provavelmente devido ao maior reconhecimento
dessas doencas e maior disponibilidade da dosagem dos ANCA. A GPA é mais
comum em populacdes de origem caucasiana, enquanto a PAM é mais comum em
populacées de origem asiatica; a GEPA é em geral descrita como a VAA mais rara. A
incidéncia destas doencas aumenta com a idade e homens sdo mais acometidos na
maioria dos estudos (WATTS et al., 2015; WATTS et al., 2022).

Entretanto, BELEM et al. (2020) avaliaram 1233 pacientes com diagnostico de
vasculite sistémica em acompanhamento em diversos centros de referéncia no Brasil
e mostraram que, na populacéo brasileira, GPA foi a VAA mais comum, seguida por
GEPA, sendo PAM a mais rara de todas. Este estudo também demonstrou que a
média de idade ao diagndstico da GPA, GEPA e PAM no Brasil foi, respectivamente,
de 41,9, 49,0 e 47,6 anos, e todas foram mais comuns no sexo feminino, em

contradicdo ao que é descrito na maioria dos estudos internacionais.

Exposi¢cdes ambientais e certos medicamentos podem ser fatores de risco ou
gatilhos para desenvolvimento das VAA. Um exemplo classico é o uso da medicagéo
antitireoidiana propiltiouracil (NAKAZAWA et al., 2019). Uma meta-analise (GOMEZ-
PUERTA et al., 2013) de seis estudos retrospectivos mostrou associacdo das VAA

com exposicao a silica, apesar da variabilidade dos estudos avaliados.



Introducéo - 16

1.2. Principais manifestacdes clinicas

Sintomas constitucionais como febre, perda ponderal, mialgia, artralgia e artrite
séo comuns a todas as formas de VAA. Na GPA e PAM, a vasculite necrosante de
vasos de pequeno e médio calibre frequentemente leva a glomerulonefrite e capilarite
pulmonar. Entretanto, na GPA, ocorre inflamacéo granulomatosa do trato respiratério
superior e inferior (sinusopatia destrutiva, Ulceras nasais e orais, perfuracdo de septo
nasal, estenose traqueal e brénquica e nddulos pulmonares), manifestacdes que a
distinguem da PAM. Eosinofilia e manifestaces alérgicas (como asma, rinite, polipose
nasal e sinusite) frequentemente precedem o inicio da GEPA por meses a anos, sendo
estas manifestacdes bastante caracteristicas (LAMPRECHT et al., 2018; NAKAZAWA
et al.,, 2019). Pacientes com GEPA podem apresentar manifestacfes clinicas
decorrentes da infiltracdo tecidual por eosinoéfilos, como miocardite e infiltrados
pulmonares, bem como manifestacbes vasculiticas, como glomerulonefrite e
mononeurite maltipla (TRIVIOLI et al., 2020).

Do ponto de vista histolégico o achado classico e que une todas as VAA é a
vasculite pauci-imune. Diferente de outras vasculites que acometem
predominantemente pequenos vasos, como a vasculite crioglobulinémica e a vasculite
por IgA, os estudos imuno-histoquimicos mostram pouca ou nenhuma deposicao de
imunocomplexos nas VAA (LAMPRECHT et al., 2018; NAKAZAWA et al., 2019). Uma
possivel explicacdo € a degradacdo dos ANCA pelas enzimas liberadas durante a
formacdo das neutrophil extracelullar traps (NET), que como veremos a seguir sdo
mediadores importantes do dano vascular nestas doengas (NAKAZAWA et al., 2019).
Necrose e fibrose tecidual complicam a evolucdo das VAA, que se nao tratadas

precoce e adequadamente evoluem com dano irreversivel.
1.3. Anticorpos anticitoplasma de neutréfilos (ANCA)

Os ANCA sé@o em sua maioria do subtipo IgG e direcionados contra enzimas
presentes nos granulos dos neutréfilos. Nas VAA duas enzimas alvos sao
reconhecidas: a proteinase 3 (PR3), com acéo serino protease, e a mieloperoxidase
(MPO), importante na formacgéo das espécies reativas do oxigénio (CORNEC et al.,

2016). Além de constituintes dos granulos, a PR3 é expressa na membrana de



Introducéo - 17

neutrofilos quiescentes e ativados, enquanto a MPO liberada de neutrdfilos ativados

pode se ligar a membrana dos neutrofilos vizinhos (CORNEC et al., 2016).

O método de imunofluorescéncia indireta permite a categorizacdo dos ANCA em
dois padr@es principais: c-ANCA (padrao citoplasmético, mais associado a presenca
de anticorpos anti-PR3) e p-ANCA (padréo perinuclear, mais associado a presenca
de anticorpos anti-MPQO). A especificidade dos ANCA pode ser estabelecida por
técnicas antigeno-especificas, como enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Até 90% dos pacientes com GPA ou PAM apresentam positividade para o ANCA. O
padrdo c-ANCA/PR3-ANCA esta mais associado a GPA e o padrao p-ANCA/MPO-
ANCA a PAM, mas uma pequena propor¢cao de pacientes com GPA e PAM, assim
como a maioria dos pacientes com GEPA (até 60%), sdo ANCA negativos (SINICO et
al. 2014; CORNEC et al., 2016).

Os novos critérios classificatorios do American College of Rheumatology (ACR)
incluem a presenca do c-ANCA/PR3-ANCA e p-ANCA/MPO-ANCA como os itens de
maior peso para a classificacdo das VAA em GPA e PAM, respectivamente (SUPPIAH
et al.,, 2012; ROBSON et al., 2022). A especificidade dos ANCA também apresenta
implicacBes progndsticas e terapéuticas. O anti-PR3 esta mais associado a presenga
de ndédulos pulmonares, doenca sinonasal e maior probabilidade de recidiva. Além
disso, as VAA anti-PR3 positivas respondem melhor a terapia de inducdo com
rituximabe em comparacao a ciclofosfamida. Ja4 a presenca do anti-MPO esta mais
associada a glomerulonefrite, doenca intersticial pulmonar, pior prognéstico renal com
biépsia demonstrando lesdes fibréticas e resposta similar a ciclofosfamida e
rituximabe (SINICO et al. 2014; CORNEC et al., 2016). Pacientes com GEPA ANCA
positivos apresentam mais manifestacdes vasculiticas (glomerulonefrite, neuropatia),
maior risco de recidiva e respondem melhor ao rituximabe, enquanto aqueles que séo
ANCA negativos apresentam mais chance de miocardiopatia e pior progndstico
(COMARMOND et al., 2013; CORNEC et al., 2016).

1.4. Formacgédo dos ANCA

A formacdo das NET tem importancia fundamental na fisiopatologia das VAA.
Durante um quadro infeccioso, por exemplo, em que ha ativagdo da via T helper 17,
sdo produzidas citocinas pré-inflamatdérias e liberado o fragmento C5a pela ativagédo

da via alternativa do complemento. Estes agentes se ligam a receptores na membrana
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do neutrofilo levando a sua ativacdo. O neutrofilo ativado inicia entdo um processo de
morte celular conhecido como NETosis, no qual a sua cromatina migra do nucleo ao
citoplasma e se associa as enzimas dos granulos. Esta combinacdo de cromatina e
enzimas (dentre elas a MPO e a PR3) é entdo expulsa para o meio extracelular, onde
formam uma estrutura em forma de teia com importante funcdo na neutralizacao de
micro-organismos. Apesar da acdo microbicida, sabe-se que as NET lesam as células
endoteliais e, portanto, devem ser reabsorvidas. Esta funcdo é realizada por
macréfagos e uma importante enzima sérica chamada DNAse |, capaz de degradar a
cromatina das NET. Além disso, a alfa-1-antitripsina (A1AT) € a principal inibidora da
enzima PR3, liberada para o0 meio extracelular durante 0 processo
(PAPAYANNOPOULOS et al., 2018; SALAMA et al., 2018; NAKAZAWA et al., 2019).

Uma reducdo do clearance das NET pode levar em dltima instancia a uma maior
disponibilidade extracelular de cromatina e enzimas dos granulos dos neutrofilos,
como a MPO e PR3. Estas enzimas podem entdo ser processadas por células
dendriticas e apresentadas via major histocompatibility complex (MHC) de classe I
para os linfocitos T helper, com quebra da tolerancia imunol6égica em individuos
geneticamente predispostos. As células T levariam a ativacdo dos linfécitos B e
producado de autoanticorpos, dando origem assim aos ANCA. Os ANCA, por sua vez,
reconhecem e se ligam ao MPO e PR3 presentes na membrana celular dos neutréfilos
pela porgcéo Fab, enquanto a porgéo Fc se liga a receptores (FcyR), gerando ativagao
dos mesmos e ampliando o processo de NETosis num ciclo vicioso que culmina em
inflamacéo persistente e dano vascular (PAPAYANNOPOULOS et al., 2018; SALAMA
et al., 2018; NAKAZAWA et al., 2019).

Entretanto, a formacdo dos ANCA ndo explica todos os aspectos da
fisiopatogénese das VAA, como a inflamacdo granulomatosa (T helper 1) na GPA e

as manifestacdes alérgicas e infiltracao eosinofilica (T helper 2) tipicas da GEPA.
1.5. Genética das vasculites ANCA-associadas

1.5.1. Human leukocyte antigen (HLA)

As VAA sao doencas poligénicas cuja fisiopatologia, embora ainda néo
totalmente elucidada, parece envolver a interacdo entre predisposicdo genética e
fatores ambientais. Estudos genéticos mais recentes mostraram que GPA, PAM e
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GEPA néao representam manifestacGes distintas de uma mesma doenca. Apesar de
varias semelhancas clinicas e patoldgicas, essas condicdes apresentam
caracteristicas genéticas diferentes.

Genome-wide association studies (GWAS) que avaliaram populagcdes de origem
caucasiana identificaram que o loci génico mais associado as VAA é o human
leukocyte antigen (HLA). Nestes estudos os HLA-DPB1 e DPA1l foram os mais
associado a GPA, e principalmente, a positividade do cANCA/anti-PR3, e os HLA-
DQA2 e DQB1 a PAM e positividade do p-ANCA/anti-MPO (LYONS et al., 2012; XIE
etal., 2013; ALBERICl et al., 2014; RAHMATTULLA et al., 2016; MERKEL et al., 2017,
TRIVIOLI et al., 2022). Na populacao japonesa a presenca do HLA-DRB1, que esta
em desequilibrio de ligacdo com o HLA-DQB1, também mostrou associa¢cdo com PAM
e positividade do p-ANCA/anti-MPO (TSUCHIYA et al., 2013).

Com relagdo a GEPA estudos menores mostraram uma correlagéo positiva entre
esta VAA e os HLA-DRB4 e DRB1 (VAGLIO et al., 2007; WIECZOREK et al., 2008).
BOTTERO et al. (2014) mostrou que pacientes asmaticos HLA-DRB4 positivos
apresentavam mais asma grave, rinossinusite cronica, polipose nasal e uso de
glucocorticoide oral em relacdo aos HLA-DRB4 negativos, sugerindo a possibilidade
de que estes pacientes possam representar uma fase prodrémica da doenca. Mais
recentemente, um GWAS avaliando apenas pacientes com GEPA demonstrou
associagao entre o HLA-DQ e positividade do MPO-ANCA (LYONS et al., 2019).

1.5.2. Genes SERPINA1 e PRTN3

A PR3 é uma serina protease presente nos granulos azurdfilos dos neutrofilos e
€ codificada pelo gene PRTN3 localizado no cromossomo 19 (19pl13.3). Ela é
expressa na membrana celular dos neutrdfilos, e 0 SNP rs62132295 do gene PRTN3
parece levar a um aumento da expressao desta enzima. A principal inibidora natural
da PR3 é a alfa-1-antitripsina (A1AT), codificada pelo gene SERPINAL localizado no
cromossomo 14 (14g32.1) (BORGMANN et al., 2001; ALBERICI et al., 2014; TRIVIOLI
et al., 2022).

A presenca do alelo Z (rs28929474) do gene SERPINA1 em homozigose leva a
deficiéncia de A1AT (DA1AT), doenca marcada pelo aparecimento precoce de fibrose
hepética e obstrucdo pulmonar (STRNAD et al., 2020). Também ja foi demonstrado

em populacdes de origem caucasiana uma maior frequéncia do alelo Z em pacientes
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com GPA (ESNAULT et al., 1993; ELZOUKI et al., 1994; BASLUND et al., 1996;
BORGMANN et al., 2001; TRIVIOLI et al., 2022).

Mais recentemente, dois GWAS confirmaram a associacao entre polimorfismos
do gene SERPINAL (rs28929474 e rs7151526) e PRTN3 (rs62132295) com as VAA,
em especial GPA e positividade do anticorpo anti-PR3, em popula¢gdes de cor branca
(LYONS et al., 2012; MERKEL et al., 2017). Nestes estudos 0s SNPs rs28929474
(alelo Z deficiente, causador da DA1AT) e rs7151526 estavam em desequilibrio de
ligacéo.

O alelo Z do gene SERPINA1l estd presente em 4% dos individuos de
descendéncia europeia (STRNAD et al.,, 2020). A frequéncia deste alelo e a
prevaléncia da DA1AT na populacdo multiétnica brasileira € desconhecida. RUSSO
et al. (2016) estudaram 926 pacientes brasileiros com doenca pulmonar obstrutiva
cronica e demonstraram que a prevaléncia de DA1AT foi de 2,8% nesta populagéo; a
frequéncia do alelo Z nos pacientes com DA1AT foi de 53,8%.

No entanto, até o presente momento, a relacdo entre os polimorfismos dos genes
SERPINAL e PRTN3 e as VAA na populagdo multiétnica brasileira € desconhecida, o

gue nos motivou a realizar o presente estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo priméario

O objetivo priméario do estudo € avaliar a associacdo dos polimorfismos dos
genes SERPINAL (rs7151526 e rs28929474) e PRTN3 (rs62132295) com as VAAs

em uma coorte multiétnica de pacientes brasileiros em comparagéo ao grupo controle.

2.2. Objetivos secundérios

Avaliar a associagao entre a presenca desses polimorfismos com a classificacéo
da doenca, status anti-MPO/PR3 e p-ANCA/c-ANCA, concentracdes séricas de A1AT,

manifestacdes clinicas, dano e mortalidade.
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3. PACIENTES E METODOS

3.1. Pacientes e controles

Foi realizado um estudo caso-controle e uma coorte prospectiva incluindo
pacientes em acompanhamento nos setores de Reumatologia e Pneumologia do
Hospital das Clinicas HCFMUSP, Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo
- Sao Paulo, com o diagnéstico de VAA realizado por reumatologista ou pneumologista
de acordo com as manifestacdes clinicas, laboratoriais, achados histopatolégicos e
de imagem. Os pacientes foram classificados de acordo com 2012 revised
International Chapel Hill Consensus Conference Nomenclature of Vasculitides
(JENNETTE et al.,, 2013) e o 2007 European Medicines Agency Algorithm for
Classification of Vasculitis (WATTS et al., 2007).

Utilizamos como grupo controle amostras de DNA previamente extraidos de 608
individuos saudaveis de 60 anos ou mais que participaram do estudo “The Sao Paulo
Ageing & Health Study” (LOPES et al., 2011).

Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
antes de serem incluidos no estudo, o qual foi aprovado pelo Comité de Etica do
Hospital das Clinicas da Universidade de Séo Paulo, Brasil (CAAE:
18393119.7.0000.0068).

3.2. Parametros clinicos e laboratoriais

Caracteristicas individuais, como dados demograficos, clinicos, laboratoriais e

de imagem foram coletadas de todos os pacientes do estudo.

Para definicdo da etnia, os pacientes e controles foram questionados sobre a cor
de pele dos avos paternos e maternos (FUCHS et al., 2002; LOPES et al., 2011).
Pacientes e controles que relataram que todos os quatro avés eram brancos foram
classificados como brancos. Aqueles que apresentavam pelo menos um dos avos de
cor preta foram classificados como pretos. Para aqueles que nao sabiam informar a
cor dos avos, consideramos apenas a cor dos pais. Nao foram incluidos, no estudo,

pacientes ou controles de cor amarela.
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Para quantificar atividade de doenca e dano foram utilizados, respectivamente,
0s escores clinicos Birmingham vasculitis activity score (BVAS) (MUKHTYAR et al.,
2009) e Vasculitis damage index (VDI) (EXLEY et al., 1997).

A presenca dos ANCA foi avaliada pelo método de imunofluorescéncia indireta
e pela dosagem de anticorpos anti-MPO e anti-PR3 pelo método ELISA (Inova
Diagnostics, Werfen, Brazil). A dosagem de A1AT foi realizada pelo método

imunoturbidimétrico e os resultados foram expressos em mg/dL.

3.3. Andlise de polimorfismos de um Unico nucleotideo ou single

nucleotide polymorphism

Uma amostra de sangue periférico foi coletada de cada paciente no momento da
inclusdo no estudo. O DNA das amostras foi extraido de sangue total utilizando o Kit
Qiagen (QIAGEN, GmbH, Hilden, Alemanha) especifico para extracdo de DNA. Apds

a extracdo, as amostras foram armazenadas a - 20°C.

Os polimorfismos dos genes SERPINA1 e PRTNS3 investigados foram escolhidos
de acordo com os dois principais GWAS disponiveis na literatura (LYONS et al., 2012;
MERKEL et al., 2017): SERPINAL1 rs7151526 e rs28929474 (alelo Z); e PRTNS3
rs62132295.

Os ensaios de genotipagem de SNP foram realizados utilizando sistema Tagman
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), empregando o equipamento de PCR em
tempo real StepOne Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

3.4. Analise estatistica

As variaveis continuas foram testadas quanto a normalidade pelos testes
Kolmogorov-Smirnov e Shapiro Wilke determinadas como ndo paramétricas, por isso
0s valores continuos e semicontinuos foram expressos em mediana (interquartil 25%
- 75%). Os dados categoricos foram apresentados como valores absolutos (%) e
foram analisados pelo teste de qui-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher,

guando necessario.

Os dados ndo paramétricos foram comparados usando o teste U de Mann-
Whitney para duas amostras independentes ou teste de Kruskal-Wallis com um post-

hoc de Muller-Dunn para trés ou mais amostras.
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A discriminacéo das variaveis continuas e semi-continuas foi realizada utilizando
a curva operacional de resposta (ROC), através da area sob a curva e significancia
assintética (distanciamento da curva da linha da nulidade). Além disso,as variaveis
continuas sem valor estabelecido de nota de corte referendada por trés ou mais
artigos internacionais foram categorizadas por meio da curva ROC. O ponto e nota de
corte de cada variavel foi determinado pelo maior valor da soma entre a sensibilidade

e a especificidade em que corresponde ao ponto de maior inflexdo da curva ROC.

A andlise de sobrevida de Kaplan-Meier e as curvas de sobrevida foram
diferenciadas entre si através do teste de Log Rank e as expectativas de vida foram

expressas através de média e erro padrao da estimativa.

A analise de regresséao proporcional de Cox foi realizada considerando aquelas
variaveis que possuiram valor de significancia > 0,02 pelo teste de Log-Rank na
andlise de sobrevida de Kaplan-Meier. Foram consideradas variaveis preditoras
aguelas com valor de hazard ratio, cujos valores inferiores e superiores dos intervalos

de confianca nao ultrapassassem a unidade e que fossem significantes (P<0,05).

Foi considerado para todo estudo risco a < 0,05 de cometer erro tipo | ou de 12

espeécie e risco 3 < 0,20 de cometer erro tipo |l ou de 22 espécie.

As andlises foram realizadas utilizando os programas SPSS 21.0 IBM® e
GraphPad Prism 9.0 GraphPad®.
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4. RESULTADOS

4.1. Pacientes versus. Controles

O estudo incluiu 115 pacientes, 75 (65,2%) com GPA, 20 (17,4%) com PAM e
20 (17,4%) com GEPA, sendo 37,4% do sexo feminino e 54,7% individuos de cor
branca (TABELAS 1 e 2). O grupo controle foi composto por 608 individuos
saudaveis, sendo 32,4% do sexo feminino e 65,5% individuos de cor branca.

4.1.1 Gene SERPINA1

Os SNPs do gene SERPINAL, rs7151526 e rs28929474, estavam em Equilibrio
de Hardy-Weinberg (HWE) no grupo controle, com frequéncia alélica de 0,04 e 0,01,
respectivamente, mas nao no grupo de pacientes com VAA, ambos com frequéncia
de 0,05. Estes SNPs também estavam em desequilibrio de ligacdo em ambos os
grupos (grupo controle: coeficiente de associagéo 0,34, P<0,001; grupo de pacientes:
coeficiente de associagéo 0,88, P<0,001).

Quando comparamos todo o grupo de pacientes vs. o grupo controle (TABELA
3), 0 rs28929474 (alelo Z) foi mais frequente no grupo de pacientes tanto em
heterozigose (6,1% vs. 1,3%, P<0,0001) quanto em homozigose (1,7% vs. 0%,
P<0,0001). A frequéncia do rs7151526 em homozigose também foi mais frequente no
grupo de pacientes (1,7% vs. 0,2%, P=0,045).

Quando realizamos a subanalise de pacientes e controles de acordo com a etnia
(TABELA 3), verificamos que ambos SNPs foram mais frequentes em pacientes
pretos do que nos controles pretos [rs28929454 em heterozigose (7,7% vs. 0,5%,
P<0,0001) e homozigose (3,8% vs. 0,%, P<0,0001); rs7151526 em heterozigose
(9,6% vs. 3,8%, P=0,0035) e em homozigose (3,8% vs. 0,0%, P=0,0035)].

4.1.2. Gene PRTNS3

0 rs62132295 do gene PRTN3 estava em HWE no grupo de pacientes com VAA,
com frequéncia alélica de 0,25, mas nao estava em HWE no grupo controle, com

frequéncia alélica de 0,21.
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Ao compararmos todo o grupo de pacientes vs. grupo controle (TABELA 3), em
relacdo ao rs62132295 n&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos.

Na sub-analise, quando comparamos pacientes e controles divididos de acordo
com a etnia, verificamos que 0 rs62132295 foi mais frequente em pacientes pretos em

homozigose (13,5% vs. 3,3%, P=0,0146) do que em controles pretos.
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Tabela 1 - Dados descritivos (variaveis categoricas) do grupo de pacientes

n (%)
Dados demogréaficos
Branca 63 (54,7)
Cor da pele
Preta 52 (45,3)
18 a 29 8 (7,0)
30a39 16 (13,9)
. . 40 a 49 22 (19,1)
Idade (década de vida)
50 a 59 26 (22,6)
60 a 69 28 (24,3)
70 a 85 15 (13,0)
Feminino 43 (37,4)
Sexo .
Masculino 72 (62,6)
Classificacdo da doenca
Granulomatose com poliangeite 75 (65,2)
Granulomatose eosinofilica com poliangeite 20 (17,4)
Poliangeite microscopica 20 (17,4)
Caracteristicas clinicas / 6rgaos acometidos
Sintomas sistémicos Sim 62 (53,9)
Sistema nervoso central Sim 9 (7,8)
Nervo periférico Sim 36 (31,3)
Manifesta¢fes oculares Sim 24 (20,9)
Rinossinusite Sim 82 (71,3)
Otite Sim 23 (20,0)
Manifestagdo pulmonar Sim 84 (73,0)
Nd&dulo pulmonar Sim 41 (35,7)
Hemorragia alveolar Sim 22 (19,1)
Doenga intersticial pulmonar Sim 4 (3,5)
Bronquiectasia Sim 13 (11,3)
Glomerulonefrite Sim 56 (48,7)
Artrite Sim 22 (19,1)
LesGes cutaneas Sim 37 (32,2)
Asma Sim 20 (17,4)
Itens do Vasculitis damage index (VDI)
Fraqueza ou atrofia muscular significativa Sim 9(7,8)
Artrite erosiva-deformante Sim 0 (0,0)
Osteoporose-fratura vertebral Sim 32 (27,8)
Necrose avascular Sim 21,7
Osteomielite Sim 1(0,9)
Alopecia Sim 0
Ulceras cutaneas Sim 1(0,9)
Ulceras orais Sim 0
Catarata Sim 6 (5,2)
Dano retina Sim 1(0,9)

continua
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Continuagéo

Itens do Vasculitis damage index

Atrofia 6ptica

Déficit visual / diplopia

Cegueira em um olho

Cegueira segundo olho

Destruigdo parede orbitaria

Perda auditiva

Obstrugao nasal

Colapso da ponte nasal
Sinusopatia crénica

Estenose subglética

Hipertens&o pulmonar

Fibrose pulmonar

Infarto pulmonar

Fibrose pleural

Asma cronica

Dispneia cronica

Func¢édo pulmonar reduzida
Angina

Infarto miocéardico

Segundo infarto miocardico
Cardiomiopatia

Doenca valvar

Pericardite

Presséo arterial diastdlica > 95mmHg
Auséncia de pulso em um membro
Doenca vascular periférica
Claudicacao

Perda tecidual periférica menor
Perda tecidual periférica maior
Segunda perda tecidual

Trombose venosa

Infarto Intestinal

Insuficiéncia mesentérica
Peritonite cronica

Estenose esofagica

Clearance de creatinina < 50ml/min
Proteindria >500mg/24h

Doenca renal terminal

Déficit cognitivo

Psicose

Epilepsia

Primeiro acidente vascular cerebral
Segundo acidente vascular cerebral
Lesé&o nervo craniano

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

3(2,6)
8 (7.,0)
5 (4,3)
2(1,7)
6 (5,2)
20 (17,4)
18 (15,7)
23 (20,0)
58 (50,4)
6 (5.2)

0
4 (3,5)

0

0
15 (13,0)
31 (27,0)
15 (13,0)
2(1,7)
2(1,7)

0
7 (6,1)

0

0
59 (51,3)

2(1,7)
1(0,9)
2(1,7)

0
2(1,7)
21 (18,3)
16 (13,9)
15 (13,0)

0

0

0
4 (3,5)

0
4 (3,5)

Continua
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Continuagéo

Itens do Vasculitis damage index

Neuropatia periférica Sim 29 (25,2)
Mielite transversa Sim 0
Faléncia gonadal Sim 2,7
Faléncia medular Sim 1(0,9)
Diabetes Sim 15 (13,0)
Cistite quimica Sim 21,7
Cancer Sim 7 (6,1)
Obito e causa da morte
Obito Sim 11 (10,7)
Doenca ativa 4 (36,4)
Infecgao 5 (45,5)
Causa carg)ig\?gsgg‘ular 1(3.0)
Céancer 0
Desconhecido 1(9,0)
Caracteristicas imunoldgicas
Antimieloperoxidase positivo (anti-PR3) Positivo 20 (17,4)
Antiproteinase-3 positivo (anti-MPO) Positivo 39 (33,9)
Negativo 19 (16,5)
Padrdo do ANCA na imunofluorescéncia indireta c-ANCA 65 (56,5)
p-ANCA 31 (27,0)
Caracteristicas genéticas
CcC 106 (92,2)
SERPINAL SNP rs7151526 (A) CA 7(6,1)
AA 21,7
CcC 106 (92,2)
SERPINAL SNP rs28929474 (T) CT 7(6,1)
TT 2(1,7)
CcC 68 (59,1)
PRTN3 SNP rs62132295 (G) GG 36 (31,3)
GG 11 (9,6)

SNP: Single nucleotide polymorphism ou polimorfismo de um unico nucleotideo; c-ANCA: padrédo

citoplasmatico; p-ANCA: padrao perinuclear.

A letra “C” representa o alelo sem o SNP; as letras “A”, “T” e “G” representam os alelos com os SNPs.

conclusao
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Tabela 2- Dados descritivos (variaveis continuas) do grupo de pacientes

Parametros Mediana (25%-75%)
Vasculitis damage index 4 (2-6)
Birminghan vasculitis activity index - maximo (2 anos)* 2 (0-7)

Idade (anos) 53 (43-63)
Tempo de seguimento (anos)** 5(2-12)

*Maior valor do Birminghan vasculitis activity index nos dois anos anteriores a inclusdo no estudo.
** Considerando o periodo desde o diagnéstico até inclusdo no estudo mais o periodo em que o
paciente ficou em seguimento no estudo.
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Tabela 3 - Analise comparativa entre paciente e controles: geral e por etnia

SNPs SERPINA1 rs7151526 (A) SERPINA1 rs28929474 (T) PRTN3 rs62132295 (G)

Genotipos CcC CA AA CC CT TT CC CG GG

Geral n(%)

Controles | 608 | 559 (91,9) 48(7,9) 1(0,2) 600 (98,7) 8 (1,3) 0 | 391(64,3) 180 (29,6) 37 (6,1)
Geral Pacientes 115 106 (92,2) 7(6,1) 2(1,7) 106(92,2) 7(61) 2(1,7) 68(591) 36(31,3) 11(9,6)
Valor de P 0,045 <0,0001 0,22

Etnia n(%)

Controles | 398 | 357 (89,7) 40 (10) 1(0,3) @ 391(982) 7(1,8) 0 255 (64,1) 113 (28,4) 30 (7,5)
Branco Pacientes 63 @ 61(96,8) 2(3,2) O 60 (95,2) 3 (4,8) 0 38(60,3) 21(33,3) 46,3
Sig. 0,195 0,128 0,711

Controles 210 202 (96,2) 8(3,8) 0 209 (99,5) 1(0,5) 0 136 (64,8) 67 (31,9) 7(3,3)
Preto Pacientes 52 45 (86,5) 5(9,6) 2(3,8) 46 (88,5) 4 (7,7 2(3,8) 30 (57,7) 15(28,8) 7 (13,5)
Valor de P 0,0035 <0,0001 0,0146

SNP: single nucleotide polymorphism ou polimorfismo de um Unico nucleotideo.
A letra “C” representa os alelos sem o SNP, enquanto as letras “A”, T” e “G” representam os alelos com a presenc¢a dos SNPs.
P significativo: < 0,05.
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4.2. Pacientes ndo carreadores versus. pacientes carreadores dos
polimorfismos de um dnico nucleotideo ou single nucleotide

polymorphism
4.2.1. Gene SERPINA1

Entre os pacientes com VAA (TABELA 4), a analise alélica demonstrou em
relacdo ao rs28929474 que 72,7% dos carreadores deste SNP eram pretos (p=0,06)
e 81,9% tinham idade inferior a 50 anos (P=0,018). Em relacdo ao rs7151526, 81,8%
dos carreadores eram pretos (P=0,012) e 81,9% tinham idade ao diagndstico inferior
a 50 anos (P=0,023).

Na analise genotipica, hemorragia alveolar foi mais frequente em carreadores
de ambos 0s SNPs do gene SERPINA1 em heterozigose (para ambos 57,1% vs. 17%,
P=0,026). Considerando os itens do VDI, na andlise genotipica estes SNPs em
homozigose se associaram a maior frequéncia de déficit visual/diplopia (para ambos
50% vs. 6,6%, P=0,044) e o rs7151526 em heterozigose a maior frequéncia de
estenose subglotica (28,6% vs. 3,8%, P=0,016). Na andlise alélica o rs7151526

também se associou a estenose subglotica (18,2% vs. 4,6%, P=0,048).

As concentracdes séricas de A1AT foram significativamente menores e abaixo
do valor de normalidade nos pacientes homozigotos para o rs28929474 do gene
SERPINAL, em relacéo aos que ndo apresentavam este SNP: 24,5 (20,0 - 29,0) mg/dL
vs. 143,0 (128,5 - 163,5) mg/dL, P=0,010). Pacientes heterozigotos para este mesmo
SNP apresentaram niveis séricos inferiores em comparacao aqueles sem este SNP,
mas com mediana ainda dentro do valor de normalidade: 90,0 (68,0 - 130,0) mg/dL
vs. 143,0 (128,5 - 163,5) mg/dL, P=0,007). Os achados em relagdo ao rs7151526 s&o
semelhantes, dado o desequilibrio de ligacéo entre estes SNPs (TABELAS 5 e 6).

4.2.2. Gene PRTN3

As analises genotipica e alélica do rs62132295 do gene PRTN3 néo
demonstraram diferencas estatisticamente significativas entres os grupos em relagao
a etnia, género, idade ou manifestacdes clinicas. Com relacdo aos itens do VDI, na
analise genotipica carreadores deste SNP em homozigose apresentaram maior

frequéncia de cegueira em um olho (18,2% vs. 4,6%, P=0,035), e na analise alélica
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maior frequéncia de faléncia gonadal (5,2% vs. 0,6%, P=0,021) (dados ndo mostrados
nas TABELAS).

4.2.3. Andlise de sobrevida

Considerando o intervalo de tempo entre o diagndéstico e a inclusdo no estudo,
mais o intervalo de tempo do estudo, os pacientes foram acompanhados por um
tempo médio de 5 anos (IQR 2-12 anos). Onze pacientes morreram durante o periodo
do estudo (junho de 2018 a julho de 2021), sendo infeccao a principal causa de morte
(45%), seguida por atividade da doenca (36%), doenca cardiovascular (9%) e causa
desconhecida (9%) (TABELAS 1 E 2).

Na TABELA 7 é apresentada a analise univariada da comparacdo de dados
demograficos, clinicos e imunoldgicos entre pacientes sobreviventes versus nao
sobreviventes. Diabetes mellitus (P=0,002), doenca renal terminal (P=0,03), faléncia
medular (P<0,001), bronquiectasia (P=0,017), acometimento ocular (P=0,011),
positividade do ANCA (P=0,026) e maior média de idade (P=0,019) se

correlacionaram com mortalidade.

A andlise de sobrevida (TABELA 8) mostrou que a presenca do rs28929474 do
gene SERPINAL esteve associada a uma sobrevida média menor [54,9 (40,9 - 68,9)
anos] em relacdo aqueles que ndo apresentavam este SNP [68,0 (67,2 - 69,0) anos,
P<0,0001). Dados referentes ao rs7151526, que esta em desequilibrio de ligacdo com
o alelo Z, demonstraram achados semelhantes: 57,4 (42,7 - 72,2) anos vs. 68,0 (67,2

- 68,9) anos em nédo portadores, P<0,0001.

No modelo de risco proporcional de Cox (TABELA 9) vemos que a associagao
entre ambos os SNPs do gene SERPINAL foi o fator mais fortemente associado a
mortalidade (HR=6,2, 1C95%=1,4-27,1, P=0,015) em nossa coorte, seguido por
bronquiectasias (HR=5,8, IC 95%=1,8-19,1, P=0,003), diabetes mellitus (HR=5,3,
IC95%=1,8-15,7, P=0,027), doenca renal terminal (HR=3,9, 1C95%=1,2-12,7,
P=0,028) e acometimento ocular (HR=3,0, IC 95%=1,1-8,6, P=0,004).
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Tabela 4 - Comparacédo genotipica e alélica entre pacientes carreadores versus néo carreadores dos polimorfismos de um

Unico nucleotideo

SERPINA1 SNP rs7151526 (A)

SERPINA1 SNP rs28929474 (T)

Genotipo / Alelo CC CA AA C A CC CT TT C T
ne) N N A% nE  ne ad| ne  ne  nE % nE  ne) oo

Cor*

Branca 61(57,5) 2(28,6) 0 124 (56,6) 2 (18,2) 60 (56,6) 3 (42,9) 0 123 (56,2) 3 (27,3)

Preta 45(425) 5(71.4)  2(100) 299 95(4a34) 9(s18) %0'?|a6(a34) a(571) 2000) %%?7 9638 8(r27) *06°
Idade ao diagnéstico (anos)

10a19 4(3,8) 1(14,3) 1 (50,0) 9(4,1) 3(27,3) 4(3,8) 1(14,3) 1(50,0) 9(4,1) 3(27,3)
20a29 9(8,5) 0(0,0) 1 (50,0) 18(8,2) 2(18,2) 9(8,5) 0 1 (50,0) 18(8,2) 2(18,2)
30a39 25(23,6) 2(28,6) 0 52 (23,7) 2(18,2) 26 (24,5) 1(14,3) 0 53(24,2) 1(9,1)

40 a 49 28 (26,4)  2(28,6) 0 0,125 58(26,5) 2(18,2) 0,023 | 27 (25,5) 3(42,9) 0 0,096 57 (26,0) 3(27,3) 0,018
50 a 59 22(20,8)  0(0,0) 0 44 (20,1) 0 22 (20,8) 0 0 44 (20,1) 0

60 a 69 11 (10,4)  1(14,3) 0 23(10,5) 1(9,1) 11 (10,4) 1 (14,3) 0 23(10,5) 1(9,1)

70a79 7 (6,6) 1(14,3) 0 15(6,8)  1(9,1) 7(6,6) 1(14,3) 0 15(6,8)  1(9,1)
Sexo

Mulheres 41(38.7) 1(14.4) 1 (50.0) 0.405 83(37.9) 3(27.3) 0477 41 (38.7) 1(14.3) 1(50.0) 0.405 83(37.9) 3(27.3) 0477
Homens 65 (61.3) 6(85.7) 1(50.00 136 (62.1) 8(72.7) 65 (61.3) 6(85.7) 1(50.0) ) 136 (62.1) 8(72.7)
Classificacao

Granulomatose com poliangiite 69 (65.1) 4 (57.1) 2 (100) 142 (64.8) 8 (72.7) 69 (65.1) 4(57.1) 2(100) 142 (64.8) 8 (72.7)
Granulomatose eosinofilica com poliangiite 20 (18.9) 0 (0.0) 0 0.267 40 (18.3) 0 0.252 | 20 (18.9) 0 0 0.267 40 (18.3) 0 0.252
Poliangiite microscopica 17 (16.0) 3 (42.9) 0 37 (16.9) 3 (27.3) 17 (16,0) 3 (42.9) 0 37(16.9) 3(27.3)
Manifestac6es clinicas*

Rinossinusite 76 (71.7) 4(57.1) 2(100) 0.473 156 (71.2) 8(72.7) 0.915(76(71.7) 4(57.1) 2(100) 0.473 156(71.2) 8(72.7) 0.915
Noédulo pulmonar 37(34.9) 3(42.9) 1(50.0) 0.834 77(35.2) 5(455) 0.487]|37(34.9) 3(429) 1(50.0) 0.834 77(35.2) 5(45.5) 0.487
Hemorragia alveolar 18 (17.0) 4 (57.1) 0 0.026 40(18.3) 4(36.4) 0.136| 18 (17.0) 4 (57.1) 0 0.026 40 (18.3) 4(36.4) 0.136
Glomerulonefrite 52 (49.1) 3(42.9) 1(50.0) 0.950 107 (48.9) 5(45.5) 0.826]|51(48.1) 4(57.1) 1(50.0) 0.898 106 (48.4) 6(54.5) 0.691
Dano VDI*

Déficit visual / diplopia 7 (6,6) 0(0,0) 1(50,0) 0,044 14(6,4) 2(18,2) 0,134| 7(6,6) 0 1(50,0) 0,044 14(6,4) 2(18,2) 0,134
Estenose subglética 4(3,8) 2 (28,6) 0 0,016 10(46) 2(18,2) 0,048| 5(4,7) 1(14,3) 0 0,515 11(5,0) 1(9,1) 0,554
ANCA*

MPO-ANCA+ (ELISA) 17 (16.0) 3 (42.9) 0 0.156 37(16.9) 3(27.3) 0.376| 17 (16.0) 3 (42.9) 0 0.156 37 (16.9) 3(27.3) 0.376
PR3-ANCA+ (ELISA) 36 (34.0) 3(42.9) 0 0.528 75(34.2) 3(27.3) 0.634]|36(34.0) 3(42.9 0 0.528 75(34.2) 3(27.3) 0.634
ANCA negativo (IF1) 19(17,9) 0(0,0) 0 0,239 38(17,4) 0 0,302 | 19 (17,9) 0 0 0,239 38(17,4) 0 0,302
c-ANCA (IF1) 60 (56,6) 3(42,9) 2(100) 0,239 123(56,2) 7(63,6) 0,302]| 60 (56,6) 3(42,9 2(100) 0,239 123(56,2) 7(63,6) 0,302
p-ANCA (IFI) 27 (25,5 4 (57,1) 0 0,239 58(26.5) 4(36,4) 0,302]27 (255 4(57,1) 0 0,239 58(26,5 4(36,4) 0,302

SNP: Single nucleotide polymorphism ou polimorfismo de um Unico nucleotideo; VDI: Vasculitis damage index;

proteinase-3; IFl: imunofluorescéncia indireta; c-ANCA: padrao citoplasmatico; p-ANCA: padrdo perinuclear.
A letra “C” representa o alelo sem o SNP; as letras “A” e “T” representam os alelos com os SNPs.
*Os valores numéricos n(%) apresentados se referem a quantos individuos de cada categoria genotipica ou alélica (CC/CA/AA ou C/A; CC/CT/TT ou C/T)) apresentavam a manifestacao clinica,

dano ou presenca do ANCA
P significativo: < 0,05.

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay; MPO: mieloperoxidase; PR3:
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Tabela 5 - Concentracdo sérica de alfa-1-antitripsina de acordo com gendtipo - SERPINAL SNP rs28929474 (T)

. Mediana (25%-75%) Valor de Valor de P
Gendotipo
CcC CT TT P CCvs.CT CCvs.TT CTvs.TT
143,0 90,0 24,5
A1AT 0,002 0,007 0,010 0,056
(128,5-163,5) (68,0-130,0) (20,0-29,0)

SNP: single nucleotide polymorphism, ou polimorfismo de um Unico nucleotideo; A1AT: alfa-1-antitripsina.
A letra “C” representa o alelo sem o SNP; a letra “T” representa o alelo com o SNP.
P significativo: < 0,05.

Tabela 6 - Concentracdo sérica de alfa-1-antitripsina de acordo com genétipo - SERPINAL SNP rs7151526 (A)

- Mediana (25%-75%) Valor de Valor de P
Genotipo
CcC CA AA P CCvs.CA CCvs.AA CTvs. AA
143,0 99,0 24,5
A1AT 0,011 0,069 0,010 0,056
(127,5-163,5) (86,0-153,0) (20,0-29,0)

SNP: single nucleotide polymorphism, ou polimorfismo de um Unico nucleotideo; A1AT: alfa-1-antitripsina.
A letra “C” representa o alelo sem o SNP; a letra “A” representa o alelo com o SNP.
P significativo: < 0,05.
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Tabela7 - Andlise univariada: pacientes sobreviventes versus. nao
sobreviventes

Obito N&o (n, %) Sim (n, %) Valor de P
Sexo masculino 122 (61,0) 18 (75,0) 0,181
Diabetes mellitus 22 (11,0) 8 (33,3) 0,002
Doenca renal terminal * 20 (10,0) 6 (25,0) 0,030
Proteintria >500mg/24h 26 (13,0) 6 (25,0) 0,112
Funcé&o pulmonar reduzida 24 (12,0) 6 (25,0) 0,077
Faléncia medular 0 2(8,3) 0,000
Bronquiectasia 18 (9,0) 6 (25,0) 0,017
Seios da face 148 (74,0) 14 (58,3) 0,105
Acometimento ocular

(qualquer acometimento) 38 (19.0) 1017 0011
Vaculitis damage index (VDI) < 4 94 (47,0) 8 (33,3) 0,204
ANCA positivo 156 (81,3) 22 (100) 0,026
Nédulo escavado 34 (17,0) 8 (33,3) 0,053
Idade (anos) 52,0 (41,0-62,0) 61,5 (49,5-66,0) 0,019
BVAS maximo® (2 anos) 1,0 (0-6,0) 4,0 (0-10,5) 0,139

Dados expressos em frequéncia (%) ou mediana (25%-75%).
* Clearance de creatinina <15 ml/min ou em hemodialise.
BVAS: Birmingham vasculitis activity score.

P significativo: < 0,05.
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Tabela 8 - Andlise comparativa de sobrevida entre pacientes carreadores versus
nao carreadores dos polimorfismos de um uUnico nucleotideo dos
genes SERPINA1L (rs7151526 e rs28929474) e PRTN3 (rs62132295)

) Estimativa Erro Log-Rank
Kaplan-Meier o 95% IC
média padrao (Mantel-Cox)
Alelo 67,69 0,52 66,67 68,70

SERPINA1 (rs7151526)

C 68,05 0,45 67,17 68,93
P<0,0001
A 57,43 7,51 42,70 72,15
SERPINA1 (rs28929474)
C 68,12 0,45 67,25 69,00
P<0,0001
T 54,93 7,14 40,94 68,92
PRTN3 (rs62132295)
C 67,64 0,61 66,45 68,83
P=0,907
G 67,77 1,03 65,76 69,79

SNP: single nucleotide polymorphism ou polimorfismo de um Unico nucleotideo.
A letra “C” representa o alelo sem o SNP; as letras “A”, “T” e “G” representam os alelos com os SNPs
P significativo: < 0,05.
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Tabela 9 - Modelo de risco proporcional de Cox: fator genético e comorbidades

Valor de P Hazard 95% IC

ratio

Fator genético
Associacdo” SERPINA1 SNPs 0,015 6,2 1.4 27,1

Comorbidades

Envolvimento ocular (qualquer 0,004 3,0 1,1 8,6
acometimento)

Bronquiectasias 0,003 5,8 1,8 19,1

Diabetes 0,027 53 1,8 15,7

Doenca renal terminal** 0,028 39 1,2 12,7

SNP: single nucleotide polymorphism ou polimorfismo de um Unico nucleotideo.

* Foi realizada a analise da associa¢do dos SNPs do gene SERPINAL devido ao desequilibrio de ligacao
entre eles (coeficiente de associagdo 0,88, P<0,001).

** Clearance de creatinina < 15 mL/min ou em hemodidlise.

P significativo: < 0,05.
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5. DISCUSSAO

No nosso conhecimento este foi o primeiro estudo a avaliar a associacéo entre
0s SNPs dos genes SERPINAL1 e PRTN3 e o diagnéstico de VAA em uma coorte
multiétnica brasileira. Até entdo os estudos principais se limitaram a analisar
populacdes constituidas por pacientes brancos (MERKEL et al., 2017; LYONS et al.,
2012; BORGMANN et al.,, 2001; ELZOUKI et al., 1994; BASLUND et al., 1996;
ESNAULT et al., 1993). Os resultados do presente estudo confirmam a associacéo
dos SNPs do gene SERPINAL com o diagnéstico das VAA, bem como sua associacao
a maior mortalidade, na populacédo brasileira. Além disso, também verificamos que
pacientes pretos apresentavam uma maior frequéncia destes polimorfismos em

relacdo aos controles pretos.

Nosso grupo controle ndo foi pareado em relacdo a idade com o grupo de
pacientes, sendo constituido por pacientes com > 60 anos. Uma vez que a média de
idade dos pacientes com VAA no Brasil > 40 anos (BELEM et al., 2020), um grupo
controle constituido por individuos mais velhos saudaveis nos parece adequado pois
teria maiores chances de excluir individuos que ainda irdo desenvolver uma VAA e

individuos homozigotos para o alelo Z.

Ambos SNPs do gene SERPINAL ndo se encontravam em HWE no grupo de
pacientes. Isso ocorre provavelmente devido ao fato da presenca deles se associar a

uma maior mortalidade, o que demonstramos na andlise de sobrevida.

Nosso estudo também evidenciou que estes SNPs ndo tém segregacao
independente na populagéo brasileira, visto que ha uma associagéo entre eles de mais
de 80%. LYONS et al. (2012) também demonstraram o desequilibrio de ligacdo entre
estes SNPs em uma populacdo branca. O alelo Z é mais provavelmente a variante
com importancia na fisiopatologia das VAA, uma vez que a deficiéncia de A1AT seria
um dos fatores responsaveis pela maior disponibilidade de PR3, facilitando seu
processamento e apresentacdo via HLA de classe Il (como o DP) aos linfocitos T

helper, com consequente quebra da tolerancia imunoldgica.
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O SNP rs62132295 do gene PRTN3 encontrava-se em HWE no grupo de
pacientes, mas ndo no grupo controle. Ndo encontramos uma justificativa plausivel

para este resultado.

Na analise alélica verificamos uma maior frequéncia de pacientes pretos e com
idade < 50 anos entre os portadores dos SNPs do gene SERPINAL. Nesta amostra
os dois individuos que eram homozigotos para ambos os polimorfismos eram pretos
e tinham idade < 30 anos. Este dado aponta para a necessidade de considerar o
diagnoéstico de deficiéncia de alfa-1-antitripsina em pacientes jovens com VAA,

independente da etnia.

Com relacdo as manifestacdes clinicas, este estudo demonstra associagao entre
hemorragia alveolar e a presenca de ambos SNPs do SERPINAL. Este resultado ja
havia sido demonstrado em dois estudos prévios (O'DONOGHUE et al., 1993;
DESHAYES et al., 2019), e uma justificativa plausivel seria uma maior disponibilidade
da protease PR3 ndo antagonizada pela A1AT no pulmdo, levando a fragilidade
tecidual e facilitando o extravasamento vascular no contexto inflamatorio das VAA. No
nosso estudo a presenca dos dois polimorfismos deste gene em homozigose se
associou a déficit visual/diplopia. BASLUND et al. (1996) também verificou associacao
entre 0 alelo Z e sintomas oculares. A associacdo do rs7151526 com estenose
subglética, bem como a associacdo do rs62132295 do gene PRTN3 com cegueira em
um olho e faléncia gonadal, nos parece serem resultados inéditos que precisam ser

replicados em outros estudos.

Em comparacédo aos nao carreadores, pacientes heterozigotos para ambos os
polimorfismos do gene SERPINA1l apresentavam concentracdes séricas
significativamente inferiores de A1AT. Entretanto, a mediana destas concentra¢des
ainda se encontrava dentro do limite da normalidade. Apenas 0s pacientes
homozigotos para ambos os polimorfismos apresentavam concentracbes séricas
consistentemente baixas. Estes resultados sdo semelhantes aos demonstrados por
DESHAYES et al. (2019) que comparou pacientes com VAA carreadores versus nédo
carreadores do alelo Z. Reforcamos que o alelo Z é o responsavel pela producéo
deficiente de A1AT, e os achados em relacéo ao rs7151526 se devem ao desequilibrio

de ligagao entre estes dois SNPs.
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Recentemente foi demonstrado que as concentracfes séricas de ALAT estdo
aumentadas em pacientes com VAA em atividade, tanto em individuos anti-PR3
quanto anti-MPO positivos (EBERT et al, 2022). A A1AT é uma proteina de fase
aguda, assim como a proteina C reativa, que aumenta em processos inflamatorios,
como é o caso das proprias VAA. Concluimos que apesar de ndo ser capaz de
identificar adequadamente os pacientes heterozigotos, a dosagem de A1AT pode ser
utilizada como método de rastreio da deficiéncia de ALAT em pacientes com VAA com
objetivo de identificar possiveis homozigotos para o alelo Z, sobretudo em pacientes

jovens.

Pacientes portadores de VAA apresentam um maior risco de morte em relacéo
a populacdo geral, com uma meta-andalise recente demonstrando risco 2,7 vezes
maior, com énfase para mortes por infecgéo, sobretudo nos primeiros anos de doenca
guando o tratamento imunossupressor € mais agressivo, e doencas cardiovasculares
(TAN et al., 2017; WALLACE et al., 2020). Na nossa coorte a principal causa de morte

foi infecgéo, seguida por atividade de doenca.

Idade avancada, acometimento cardiaco, renal e gastrointestinal graves,
maiores escores de dano e atividade, biopsia renal com padrdo esclerético séo
exemplos de preditores de mortalidade descritos na literatura (GUILLEVIN et al., 2011,
VEGA et al., 2016; BAI et al., 2018). Um estudo retrospectivo recente realizado pelo
nosso grupo demonstrou que disfuncdo renal, maior pontuacdo no VDI e niveis
elevados de proteina C reativa foram preditores de mortalidade na nossa populacéo
(DAGOSTIN et al., 2021).

A maior mortalidade entre pacientes com VAA carreadores do alelo Z ja havia
sido demonstrada em dois estudos retrospectivos realizados por ELZOUKI et al., 1994
e SEGELMARK et al., 1995. Nosso estudo avaliou prospectivamente 0s pacientes
com VAA e identificou importante associacao entre ambos os SNPs estudados do
gene SERPINAL e menor expectativa de vida. Os dados sao semelhantes em relacao
aos dois SNPs devido ao desequilibrio de ligacdo entre eles. No modelo de risco
proporcional de Cox a associacdo destes SNPs representou o principal fator

relacionado a mortalidade em nossa coorte.

Em nossa coorte diabetes mellitus e doenca renal terminal, reconhecidos fatores
de risco para mortalidade na populacéo geral (PROVENZANO et al., 2019; FEDELI et
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al., 2022), também foram associados a maior mortalidade em pacientes portadores de
VAA. Além deles, bronquiectasias e acometimento ocular também se associaram a
maior mortalidade. Aumento do risco de morte em pacientes com bronquiectasias e
comorbidades (doenga pulmonar obstrutiva, céncer de pulmdo, doenga
cardiovascular), foi demonstrado por CHOI et al. 2021. Uma hipdtese que pode
justificar tal achado em nossa populacdo é que a presenca de bronquiectasias
aumentaria o risco de complicacdes infecciosas pulmonares em pacientes altamente
imunossuprimidos. A associacdo do alelo Z a déficit visual/diplopia provavelmente

explica a relagéo entre acometimento ocular e mortalidade.

N&o foi possivel estabelecer associacado entre a presenca dos SNPs estudados
e a classificacdo das VAA (GPA versus. PAM versus. GEPA), nem com a
especificidade do ANCA. Em nosso servico, por muitos anos, tinhamos disponiveis
apenas a dosagem dos ANCA por imunofluorescéncia indireta, e apenas mais
recentemente foi introduzida a dosagem pelo método ELISA. E possivel que muitos
pacientes apresentem dosagens negativas pelo método ELISA por j4 estarem em

tratamento imunossupressor.

Como uma importante limitacdo do nosso estudo destacamos a dificuldade em
se estabelecer a etnia em um pais tdo miscigenado como o Brasil. E provavel que
muitos pacientes classificados como brancos tenham descendentes pretos, ou
mesmo de outras etnias. Além disso, para simplificar a andlise utilizamos apenas a
classificagcdo em brancos e pretos, e provavelmente muitos pacientes englobados em

ambas as categorias poderiam ser classificados como pardos.
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6. CONCLUSOES

Nosso estudo é o primeiro a demonstrar a associacado entre os SNPs rs7151526
e rs28929474 (alelo Z) do gene SERPINAL e o diagnéstico das VAA em uma coorte
multiétnica brasileira, mesmo quando consideramos apenas pacientes e controles
pretos. A presenca destes SNPs foi mais frequente em pacientes jovens (< 50 anos),
o que reforca a necessidade de realizar o rastreio de DA1AT neste grupo. Além disso,
estes polimorfismos representaram um importante preditor de mau progndstico nos

pacientes com VAA, se associando a hemorragia alveolar e uma menor sobrevida.

O rs62132295 do gene PRTN3 foi mais frequente em pacientes negros em
homozigose em comparacdo com controles negros e possivelmente esta associado a

cegueira e faléncia gonadal.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avalicdo de polimorfismos dos genes SERPINA1, PRTN3 e PTPN22 em uma
populagéo brasileira miscigenada de pacientes com vasculites associadas ao anticorpo
anticitoplasma de neutrofilos (ANCA)

Pesquisador: Rosa Maria Rodrigues Pereira

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que n&o necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versiao: 2
CAAE: 18393119.7.0000.0068
Instituicdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patrocinador Principal: CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E
TECNOLOGICO-CNPQ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.729.686

Apresentagédo do Projeto:

As vasculites ANCA associadas s@o doengas raras, de etiologia desconhecida. Polimorfismos dos genes
SERPINA1, PRTN3 e PTPN22 tem sido associados como fatores de risco para o desenvolvimento
destasdoencas em estudos de exomas de populagdes caucasianas. Os principais estudos genéticos em
VAAforam conduzidos em populagdes de origem caucasiana, na Europa e América do Norte. Ainda n&o
existem estudos avaliando a presenca de polimorfismos dos genes SERPINA1, PRTN3 e PTPN22 na
populagéo brasileira de pacientes com VAA.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar, pela primeira vez, a associagéo entre polimorfismos dos genes SERPINA1, PRTN3 e PTPN22
numapopula¢cdo miscigenada brasileira de pacientes com Vasculites ANCA associadas, usando como
controlesamostras de DNA extraidos de 300 individuos com idade acima de 65 anos da coorte Séo Paulo
Ageing and Health Study.Objetivo Primario:O objetivo primario do estudo sera avaliar numa populagéo
brasileira miscigenada a presenca dos principais polimorfismos dos genes SERPINA1, PRTN3 e PTPN22
relacionados a risco aumentado para desenvolvimento VAA de acordo com estudos de exoma da literatura e
sua relag@o com o risco de ter o diagnéstico de uma VAA na
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nossa populagédo.Objetivo Secundario:Avaliar a presenca dos anticorpos anti-LF na nossa populagéo de
pacientes com VAA e sua correlagédo com parametros laboratoriais de inflamagéo (proteina C reativa,
velocidade de hemossedimentagéo), presenga dos anticorpos anti-PR3 e MPO e niveis de atividade de
doenca pelo escore BVAS.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

N&o ha riscos para os pacientes. Beneficios: Melhor entendimento dos fatores de risco genéticos para a
doenga pode beneficiar o estudo da fisiopatologia da doenga, bem como auxiliar no desenvolvimento de
novos critérios diagnosticos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O projeto esta bem estruturado, com objetivos bem definidos, preservando os direitos dos individuos
envolvidos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagédo obrigatéria:
Todos os termos apresentados estdo adequados. 10336

Recomendagoes:
Né&o ha.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
N&o ha pendéncias ou inadequagdes. Todas as recomendagdes solicitadas anteriormente foram atendidas.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CNS n°® 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualguer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagé@o, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgéo do projeto ou a néo publicagdo dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situag:ao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 11/11/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1344133 pdf 17:59:11

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

Pagina 02 de 03



Anexo - 59

_ USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE

DE SAO PAULO - HCFMUSP

re
A\

MV sS e

Continua¢do do Parecer: 3.729.686

Qe

Outros CARTARESPOSTA_06_11_2019 pdf 11/11/2019 |Rosa Maria Aceito
17:58:33 | Rodrigues Pereira

Projeto Detalhado / |PROJETO_06_11_2019. pdf 11/11/2019 |Rosa Maria Aceito

Brochura 17:57:13 |Rodrigues Pereira

Investigador

Outros CARTARESPOSTAQ04_11_2019 pdf 04/11/2019 |Rosa Maria Aceito
12:05:54 Rodrigues Pereira

Outros CARTAANUENCIA04_11_2019 pdf 04/11/2019 |Rosa Maria Aceito
12:05:15 | Rodrigues Pereira

TCLE/ Termos de |TCLE04_11_2019.pdf 04/11/2019 |Rosa Maria Aceito

Assentimento / 12:04:27 |Rodrigues Pereira

Justificativa de

Auséncia

Outros CARTADECOMPROMISSOPG.pdf 02/08/2019 |Rosa Maria Aceito
10:19:26 | Rodrigues Pereira

Qutros CARTAAPROVACAO. pdf 02/08/2019 |Rosa Maria Aceito
10:18:28 | Rodrigues Pereira

Folha de Rosto FOLHADEROSTOASSINADA pdf 02/08/2019 |Rosa Maria Aceito
09:47:00 _|Rodrigues Pereira

Situacédo do Parecer:
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Necessita Apreciacao da CONEP:
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