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RESUMO

A doenca auto-imune € causada por uma disfuncdo no sistema imunologico,
onde as células de defesa do organismo reconhecem moléculas proprias como
provenientes de células exégenas, levando a uma resposta imunolégica contra
0 proprio organismo. A artrite reumatéide (AR) é uma doenca inflamatoria
cronica, cujo principal alvo sdo as articulagbes de méaos e pés. No entanto,
sabe-se que ha comprometimento de outros 6rgdos como pulmdo, coracao,
olhos e vasos sangiineos. A etiologia da AR € desconhecida, contudo,
acredita-se que o sistema imunolégico tenha um papel importante no quadro
inflamatorio que acomete as articulacdes e regides vizinhas. Entre as células e
moléculas responsaveis pela resposta inflamatoria, pode-se destacar a citocina
pro-inflamatéria interleucina-18 (IL-18), a qual se mostra em niveis elevados na
circulacdo em caso de inflamacdo, além de possuir um efeito estimulatério
amplo na reposta imunolégica. Os polimorfismos do gene IL-18 (-607 e -137)
estdo localizados na regido promotora do gene que altera o sitio de ligacao de
fatores de transcricdo, e acredita-se que haja um decréscimo na producédo da
citocina quando da ocorréncia de mutagdes nestas posi¢coes. O objetivo deste
trabalho foi analisar o envolvimento dos polimorfismos da IL-18 em pacientes
com AR (n=97) e em um grupo controle de individuos saudaveis (n=151)
residentes no estado de Santa Catarina. Foram identificadas mudancas de um
nucleotideo (SNP) nas posicdes -607 C>A e -137 G>C do gene IL-18 pelos
métodos PCR-RFLP e PCR-SSP, respectivamente. As frequéncias alélicas
obtidas, nos casos e controles, de IL-18*A (-670) foram 0,443 e 0,424 e as de
IL-18*C (-137) foram 0,304 e 0,291, respectivamente. Quanto a distribuicdo das
frequéncias genotipicas do loco IL-18 (-607) tanto em casos como em controles
estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), bem como a de pacientes no
loco IL-18 (-137). Porém, a distribuicdo no grupo controle ndo se encontrou em
EHW nesta posicao (p=0,006). A Odds Ratio (OR) foi calculada entre casos e
controles e ndo se encontrou associacdo com o0s polimorfismos estudados.
Além disso, a OR foi calculada em pacientes para alguns fatores como fator
reumatoide (FR), proteina C-reativa (PCR), fatores de risco para doencas

cardiovasculares (DCV), como colesterol alto, presséo arterial alta e tabagismo.



N&o foram encontrados valores significativos, entretanto encontrou-se risco
aumentado entre o genodtipo CC do loco IL-18 (-137) e historico familial de
DCV, p= 0,03. Os valores de OR para FR e PCR com o tabagismo mostraram-
se risco a estes fatores combinados, porém p>0,05. As frequéncias genotipicas
se assemelharam a outros estudos realizados, no entanto, para controles, o
loco IL-18 (-137) que esta em desequilibrio de HW, pode ter influenciado em

valores de OR, sugerindo uma falsa associacao.
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1 Introdugéo

As doencas de etiologia complexa resultam da combinacdo de fatores
genéticos, ambientais, comportamentais, imunologicos entre outros. Fazem
parte desse grupo as doencas auto-imunes, os disturbios neurologicos e
neurodegenerativos e doengas como hipertensdo, diabetes, obesidade e
cancer (BACK, 2007). Nessas doencgas, a presenca do alelo variante ndo é
condicao suficiente nem essencial para o estabelecimento do fenétipo alterado,
contudo, o alelo pode fornecer ao portador uma susceptibilidade genética que,
em combinagcdo a um conjunto de fatores exdégenos, tais como: idade, sexo,
dieta, exposicdo ambiental e hormonal, atuacdo do seu sistema imunoldgico,
entre outros, sao considerados importantes no desenvolvimento das doencas
complexas (BRAUN-PRADO, 2006).

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doenca inflamatéria cronica que atinge
principalmente as articulacdes de méaos e pés e que por vezes adquire carater
sistémico, lesando tecidos do coracado, pulmao, rins, olhos e vasos sanguineos
(SUGIMOTO, 2005). As condicbes clinicas de cada individuo sao
heterogéneas, como o quadro clinico no inicio da doenca, a progressao e
severidade da patologia e, também, variagdo de respostas as terapias
medicamentosas dos pacientes, no entanto acredita-se que a variacao genética
esta relacionada a todos estes fatores (OLIVER et al., 2006).

A etiologia da AR € desconhecida, contudo sabe-se que o sistema
imunolégico do organismo participa ativamente no desenvolvimento da
inflamacéo e nos danos articulares, incluindo regibes circunvizinhas, que
ocorrem na artrite reumatdide (RHEUMATOID ARTHRITIS, 2000).

1.1 Auto-imunidade

O sistema imunoldgico protege os organismos de agentes externos,
como microorganismos e parasitas, células cancerosas, 6rgdos e tecidos
transplantados. Estes agentes possuem substancias que estimulam o sistema
imunologico conhecidas como antigenos, 0s quais sao moléculas localizadas
no interior ou na superficie celular de bactérias, virus ou células cancerosas
(ABBAS et al., 2008).



O sistema imunologico estd também constantemente exposto a
antigenos do proprio organismo sem, no entanto, estimular os linfécitos, evento
esse que é conhecido como “tolerancia ao proprio”. Porém, os linfécitos podem
reconhecer 0s auto-antigenos como se fossem agentes estranhos ao
organismo, estimulando a resposta chamada “auto-imune” (JANEWAY et al.,
2002).

O termo “auto-imunidade” foi cunhado pelo bacteriologista Paul Erlich,
no século XIX. Ele previa o ataque do sistema imunoldgico aos tecidos do
préprio corpo, mesmo que ha época diversos pesquisadores nao acreditavam
que isso poderia acontecer. Aos poucos, entretanto, diversas doencas
misteriosas passaram a ser reconhecidas como casos de horror autotoxicus —
entre elas a esclerose mdltipla, diabetes dependente de insulina e artrite
reumatéide (FEHERVARI & SAKAGUCHI, 2006).

A tolerancia ao préprio ndo € uma caracteristica herdada e sim o
resultado da interacdo errbnea de varios mecanismos destinados a distinguir
linfécitos com potencial de ligar-se a antigenos proprios e aqueles com
afinidade especifica por antigenos estranhos. A diversidade imunologica é
decorrente da combinagdo de genes altamente polimérficos que codificam
moléculas receptoras das células do sistema imunolégico e, além disso, estes
genes sdo combinados de forma aleatoria, permitindo que o linfécito reconheca
uma ampla variedade de antigenos estranhos (PARSLOW et al., 2004).

A resposta auto-imune esté relacionada com o sistema imunoldgico e
seus mediadores. A partir disto, observa-se que os fatores que contribuem
para o0 desenvolvimento da auto-imunidade sdo anomalias nas células
apresentadoras de antigenos (APCs) ou nos linfocitos, ou em fatores do proprio
tecido-alvo (auto-antigenos), no qual ha uma permanente resposta imunoldgica
pode levar a leséo tecidual e, por fim, desenvolve o quadro da doenga auto-
imune (JANEWAY et al., 2002). Aproximadamente 3% da populacdo mundial &
afetada por alguma desordem auto-imune conhecida segundo GERGERSEN &
BEHRENS (2006).

Entre as doencas auto-imunes € possivel distinguir dois padrfes:

doencas auto-imunes “0rgao-especificas”, nas quais a auto-imunidade é restrita



a orgaos especificos, e as doencas auto-imunes “sistémicas”, em que diversos

tecidos do corpo sao afetados pela resposta auto-imune (Tabela 1).

Tabela 1: Classificacdo das doencas auto-imunes de acordo com a sua natureza “6rgédo-
especifica” ou “sistémica”. Tabela adaptada de JANEWAY et al., 2002.

Doengas auto-imunes Doencas auto-imunes
orgao-especificas sistémicas

Diabete melito tipo |

Esclerose mdltipla Artrite reumatoide

Anemia auto-imune de Addison Escleroderma

Vitiligo LUpus eritematoso sistémico
Doenca de Graves Sindrome de Sjbégren primaria

Tireoidite de Hashimoto Polimiosite

Sindrome de Goodpasture

1.2 Artrite Reumatéide

A artrite reumatoide (AR) € uma forma comum de artrite (art= articulagéo
e ite= inflamacdo) que causa inflamacdo no revestimento das articulagdes
(membrana sinovial) e se estende as articulagdes e 0ssos, causando erosdes e
deformidades (Figura 1). Se manifesta por calor, febre generalizada, inchago
local e dor. O dano as articulacdes pode persistir por muitos anos gerando um
impacto significativo na qualidade de vida da maioria dos pacientes afetados,
uma vez que, caracteristicas subseqgientes como dor, rigidez e deformidades
articulares geram acentuado desconforto e incapacidade funcional, podendo
diminuir a sobrevida dos pacientes (RHEUMATOID ARTHRITIS, 2000).

A AR caracteriza-se por ser um tipo de artrite simétrica (articulacbes
analogas sdao acometidas ao mesmo tempo nos dois lados do corpo) e
poliarticular (acometimento de mais de duas articulagbes) que afeta
primeiramente as pequenas articulagcdes dos dedos, maos e pés, sendo que
costumeiramente ha rigidez matinal de uma hora ou mais, limitando os
movimentos dessas articulagbes (ARTHRITIS FOUNDATION, 2008). Outras
articulagbes que podem ser afetadas pela AR s&o punhos, cotovelos, ombros,



pescoco, quadris, joelhos, tornozelos e articulagbes témporo-mandibulares
(RHEUMATOID ARTHRITIS, 2000), como pode ser observado na Figura 2.

E uma doenca que, apesar do acometimento preferencial do tecido
sinovial, gera disturbios inflamatérios em virtualmente todos os sistemas do
corpo (RHEUMATOID ARTHRITIS, 2000). Manifestacfes sistémicas como
fadiga, perda de apetite, febres baixas e anemia sdo constantemente
observadas, além de outros sintomas extra-articulares como acometimentos de
pulmdes, coracdo, rins e presenca de noédulos reumatoides (RADU, nao
datado; SILVA et al., 2003; SUGIMOTO, 2005). Além disso, pode haver
sobreposicao de outras doengas como esclerodermia e sindrome de Sjégren
(LEVY et al., ndo datado; SILVA et al., 2003).

Capsula * \h .

articular = Cartilagem

[Memljr'ana f-inovial}'  Liquido sinovial

Figura 1. A Artrite Reumatoide pode danificar diferentes partes da articulagdo, como a
cartilagem e ossos, primeiramente, a mais comum € a membrana sinovial (em destaque).
Adaptacdo de RHEUMATOID ARTHRITIS, 2000.
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Figura 2: Articulacbes que podem ser acometidas pela Artrite Reumatdide. Adaptado de
RHEUMATOID ARTHRITIS, 2000.
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Segundo WYETH (2007), a Artrite Reumatdide atinge cerca de 1% da
populacdo adulta mundial e a prevaléncia aumenta com a idade, podendo
chegar até 5% em mulheres com mais de 55 anos. Nos Estados Unidos o
namero de pessoas afetadas é cerca de 1,3 milhdo e no Brasil estima-se que
haja 1,5 milhdo de pessoas afetadas, a maioria mulheres em idade
economicamente ativa (REVISTA VIGOR, 2008). As mulheres sdo a maioria
quando se trata de incidéncia da AR, a proporcao mundial entre mulheres e
homens com AR é de 3:1 (RADU, ndo datado). Porém, um estudo recente
realizado pelas associagbes latino-americanas de reumatologia, Liga Pan-
Americana de Associacfes para Reumatologia (PANLAR — Pan-American
League of Associations for Reumatology) e o grupo Latino-Americano de
estudos da Artrite Reumatoide (GLADAR — Grupo Latinoamericano de Estudio
de Artritis Reumatoide), indica que entre os paises da América Latina a
proporcao de pacientes com artrite reumatoide € de um homem para cada oito
mulheres, tornando-se maior que a meédia mundial (PANLAR & GLADAR,
2006).

A AR atinge pessoas na faixa etaria reprodutiva, usualmente na meia-
idade, mas pode aparecer em pessoas com 20 e 30 anos (ARTHRITIS



FOUNDATION, 2008). Segundo o documento produzido pela World Health
Organization (WHO - Organizacdo Mundial da Saude), a ocorréncia da AR de
idade abaixo de 16 anos é considerada Artrite Reumatoéide Juvenil (SYMMONS
et al., 2006). Nos Estados Unidos, a média de idade de doentes é de 66,8
anos, segundo a ARTHRITIS FOUNDATION (2008).

O custo para a economia americana para o tratamento de artrite e
condicdes relacionadas (como a artrite reumatoide) € de cerca de $128 bilhdes
de dolares por ano em tratamento médico e despesas indiretas, como a perda
da produtividade pessoal e aposentadoria por invalidez (em doenca avancada,
a pessoa aposenta-se por nao poder mais realizar as tarefas basicas do
emprego) (ARTHRITIS FOUNDATION, 2008). Segundo o relatério elaborado
pelas Associacdes Latino-americanas de Reumatologia, PANLAR & GLADAR
(2006), o impacto econdmico da AR na Venezuela chega a U$ 3.500 anuais
per capita, no México este valor pode chegar a U$ 2.700 e na Argentina trata-
se de U$1.300 anuais. Sabe-se que no Brasil o tratamento de casos agressivos
chega a custar R$ 5.000 por més por pessoa, excluindo outros valores de
impacto sécio-econdmico (SUGIMOTO, 2005).

Os acometimentos das articulagbes na artrite reumatdide ocorrem
inicialmente nos primeiros dois anos da doenga, elevando os riscos da
limitacdo de movimentos e podendo levar a morte do paciente (ARTHRITIS
FOUNDATION, 2008). Segundo SYMMONS (2006), geralmente a mortalidade
dos pacientes com AR € menor em pacientes cujo quadro clinico da AR é mais
severo e a mortalidade em paises desenvolvidos € maior. No entanto, pessoas
acometidas pela AR possuem duas vezes mais chances de morrer que
pessoas com a mesma idade sem a doenca, e as mortes por AR correspondem
a 22% de todas as mortes por artrite ou quaisquer outras condi¢cdes reuméaticas
(ARTHRITIS FOUNDATION, 2008). A mortalidade esta relacionada com a
gravidade da AR como a qualidade de vida reduzida, aumento do risco de
infec¢des, dano radiolégico e manifestacdes extra-articulares (SILVA et al.,
2003). A expectativa de vida dos pacientes tem aumentado com o uso de
tratamentos medicamentosos mais agressivos, como o farmaco metotrexato
(SYMMONS, 2006).



O acometimento cardiovascular é uma das manifestacdes extra-
articulares comuns em pacientes diagnosticados com artrite reumatdéide, e, por
muitas vezes, € a principal causa de morbidade e mortalidade (PASCERI &
YEH, 1999, SNOW & MIKULS, 2005, TORIGOE & LAURINDO, 2006).

A maioria dos estudos epidemiolégicos demonstrou que a mortalidade
cardiovascular estd aumentada na AR, devido ao infarto agudo do miocérdio
(IAM) e a insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) (AVINA-ZUBIETA et al., 2008,
SHERINE, 2008, TORIGOE & LAURINDO, 2006). Entretanto, a contribuicao de
fatores de risco tradicionais, como tabagismo, diabete mellito, hipertenséao,
dislipidemia, obesidade, sedentarismo, idade e sexo, adicionados as
caracteristicas da doenca e aos tratamentos de AR ainda ndo estdo bem
estabelecidos (SHERINE, 2008).

Em particular, o processo inflamatorio que ocorre na patologia esta
sendo considerado um fator importante para o desenvolvimento e progressao
da aterosclerose (SHERINE, 2008), a qual possui uma frequéncia de 50% dos
eventos de doencas coronarias na populacdo em geral (PEREIRA & BORBA,
2008).

1.3 Suscetibilidade Genética da AR

A Artrite Reumatdide é uma doencga classica multifatorial e de origem
desconhecida, no entanto se busca entender o envolvimento dos fatores
hereditarios no aparecimento da patologia. WORTHINGTON (2005) trabalhou
com analises comparativas entre grupo de familia com portadores de AR com
presenca do fator reumatéide (FR), anticorpo IgM encontrado nos pacientes de
AR, e grupo controle (individuos saudaveis) e, contudo, concluiu-se que o fator
reumatoide foi 4 vezes mais frequente nas familias de portadores da patologia
gue no grupo controle, todavia, ndo se determinou se este fato era causado por
fatores genéticos ou ambientais. Em estudos com gémeos, WORTHINGTON
(2005) também comparou a presenca do FR em gémeos idénticos
(monozigdticos) e nao-idénticos (dizigoticos) e relatou que o indice de
concordancia para soropositivos em AR foi de 30% em gémeos monozigoticos

e apenas 5% em gémeos dizigaticos.



Outros estudos foram realizados em familias com AR na investigacdo do
fendtipo heterogéneo de susceptibilidade observado em pacientes com AR,
como o estudo de Alan Silman, confirmando a susceptibilidade da AR com
fatores genéticos e ambientais (SILMAN, et al., 1987).

A partir deste ponto comeca a busca de marcadores genéticos em
estudos de associa¢cdes em familias. Inicialmente, foram feitas andlises de
ligacdo em regibes de microssatélites polimoérficas de genes como NRAMP1
(natural resistance associated macrophage protein 1), CYP19 (oestrogen
synthase) e CRH (corticotrophin releasing hormone). Utilizando este mesmo
método, foram analisados genes que codificam citocinas e achou-se
associacao de trés genes: IL-5R (receptor da interleucina 5), INF-y (interferon
y) e IL-2 (interleucina 2). No estudo realizado por WORTHINGTON (2005),
foram genotipadas mais de 180 familias pertencentes ao grupo pacientes e
controle em 365 regifes de microssatélites e o resultado mostrou associagao
do FR com a regido do MHC, complexo de histocompatibilidade, no
cromossomo 6 e mais 11 locos adicionais.

KLARESKOG et al. (2009) realizam um levantamento de dados e
atualizam a lista de genes que foram encontrados associados a doenca ou que
estdo necessitando de confirmacbes de outros estudos, de acordo com a
Tabela 2.

Atualmente esta bem estabelecida a associacao de alelos do MHC com
a auto-imunidade (PIARCE & MERRIMAN, 2006). Os genes dos antigenos
leucocitarios humanos (HLA) estdo localizados no MHC e as moléculas
codificadas pelos genes sdo essenciais para o funcionamento normal do
sistema imunoldgico, pois participam da apresentacdo do antigeno as células T
— importante no desenvolvimento da AR — e uma forte associacdo genética
entre MHC e AR esta na terceira regido hipervariavel da cadeia DR},
especialmente no aminoacido 70 até 74 (FIRESTEIN, 2003). Pela localizac&o
do epitopo suscetivel na molécula de MHC, sugere-se que o polimorfismo da
molécula HLA-DR deva alterar a habilidade da molécula de ligar-se e
apresentar peptideos especificos das articulagbes envolvidas no
desenvolvimento da AR (FIRESTEIN, 2003; PARSLOW, 2004).



O epitopo suscetivel parece influenciar a gravidade da doencga, pois o
risco extra-articular e a erosdo da doenca sdo maiores em pacientes que
possuem o0s genes HLA-DR4, HLA-DR14 e HLA-DR1 e é mais grave quando
em homozigose (FIRESTEIN, 2003). Segundo SUGIMOTO (2005), em
pacientes brasileiros brancos houve a prevaléncia do subtipo HLA-DR1, mas os
pacientes de quadro mais grave da doenca de AR pertenciam ao grupo HLA-
DR4 (alelos *0401 e *0404 vinculados a agressividade da doenca). Ja os
pacientes afro-brasileiros, considerados uma populacdo miscigenada, outro
subtipo HLA esta relacionado com a susceptibilidade a AR, o alelo HLA-
DR1*09 (SUGIMOTO, 2005).

Tabela 2: Fatores genéticos de risco para a artrite reumatdide (AR). Adaptado de KLARESKOG
et al. 2009.

Fatores genéticos de risco Comentarios

Alelos HLA- DRB1 Forte evidéncia, associado FR positivo
PTPN22 Forte evidéncia, associado FR positivo
Loco TRAF1-C5 Forte evidéncia

Loco OLIG3-AIP3 Forte evidéncia

STAT4 Forte evidéncia

Genes MHC néo- DRB1 Necessita confirmacéo

IRF5 Necessita confirmacéo

CLEC4A Necessita confirmacao

HLA DRB1*03 Necessita confirmacao

PADI4 Forte evidéncia em populacbes asiaticas

Esta diferenca nas frequiéncias e alelos entre as populacdes (pacientes
brancos e afro-descendentes) € um exemplo da importancia de replicagdo dos
experimentos realizados em outros paises, relatando o comportamento
genético da doenca para aquela populacdo em especial. Nos paises europeus,
asiaticos e alguns africanos estudos genéticos epidemiolégicos estdo bem
estabelecidos, todavia no Brasil ha uma relevante miscigenacdo étnica
populacional. Este aspecto é notado quando observado o historico de

colonizacdo do pais por europeus, africanos e amerindios (nativos)
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predominantemente. Formando, assim, uma populacéo triibrida e diferenciada
em termos genéticos populacionais (SUGIMOTO, 2005).

Segundo PEARCE & MERRIMAN (2006), populacfes distintas com a
mesma desordem podem carregar diferentes suscetibilidades alélicas. Isso se
deve aos polimorfismos genéticos envolvidos na resposta imunoldgica
selecionada para a sobrevivéncia da populacdo a doencas infecciosas e, no
entanto, cada populacdo era exposta a diferentes variantes de agentes
infecciosos. Isso que dizer que se deve cuidadosamente avaliar os estudos de
replicacbes em grupos étnicos distintos.

Ultimamente, as doencas complexas e multifatoriais vém sendo
estudadas através da identificacdo de genes envolvidos utilizando estudos de
associacdo, buscando genes candidatos baseados no conhecimento da
biologia celular e molecular da resposta imunologica (GERGERSEN &
BEHRENS, 2006). Assim, é realizada a andlise de variantes destes genes e a
sua interferéncia no desenvolvimento da doenca. A variagcdo mais freqiente é a
mudanca de um unico nucleotideo (SNP — Single Nucleotide Polymorphism),
seja na regiao de éxons, introns ou no promotor do gene. Dependendo do local
do SNP, a mudanca do nucleotideo pode acarretar mudanca funcional da
proteina a ser codificada, alterar mecanismo de regulacdo ou modificar a
expressao do gene (KWOK, 2003).

1.4 Imunopatologia

O poder destrutivo e a complexidade do sistema imunolégico humano
necessitam da presenca de um sofisticado mecanismo que regule a atividade
das células imunologicas. O entendimento da regulacdo do sistema
imunologico tem avancado em estudos com ratos, revelando que a regulacao
ocorre em diversos niveis que envolvem muitas vias celulares e bioquimicas
(PEARCE & MERRIMAN, 2006).

A auto-imunidade se desenvolve através de desordens de funcgbes
variaveis em trés pontos importantes: no tecido-alvo do processo auto-imune,
nas células apresentadoras de antigeno (APCs) e nos linfécitos que estédo
envolvidos na resposta imune adaptativa (PEARCE & MERRIMAN, 2006).



21

No tecido-alvo, 0 antigeno que interage com o sistema imune pode ter
diferentes formas e isto reflete na mudanca de estrutura, quantidade,
localizacdo do tecido ou subcelular, e regulacdo da expressdo do antigeno
(PEARCE & MERRIMAN, 2006). No timo estes fatores sdo importantes porque
€ neste 60rgdo que ha selecdo de células T de acordo com a tolerancia por
antigenos préprios (PARSLOW et al., 2004). Se o linfocito T reage fortemente
aos auto-antigenos ele é selecionado negativamente e € levado a apoptose; o
mesmo fim cabe aos linfécitos que ndo reagem aos antigenos apresentados.
Entretanto, se a célula T interage sensivelmente ao antigeno ela é selecionada
positivamente e torna-se célula T madura que migrara para a periferia. Além do
timo ha selecdo das células T na regido periférica através da reatividade do
receptores dessas células com antigenos e esta selecdo € feita também
medindo a reatividade do linfocito T por auto-antigenos por outro grupo de
células T maduras, as células T reguladoras ou célula Trec (PEARCE &
MERRIMAN, 2006).

Segundo PEARCE & MERRIMAN (2006), as APCs sao essenciais para
sequestrar os antigenos, processa-los e apresenta-los as células T auxiliares
(células T helper ou células Ty). As principais células apresentadoras de
antigenos sdo as células dendriticas, macrofagos e neutrofilos, que fazem
parte da primeira linha de defesa do sistema imune dos humanos, e as APCs
sdo a chave do inicio e perpetuacdo da resposta imune adaptativa. Essas
células medeiam o efeito do MHC, cujos alelos (ou combinacdo de alelos)
possuem distintas afinidades a antigenos que implicam a auto-imunidade
(PEARCE & MERRIMAN, 2006).

As células Ty (CD4"), que conduzem a resposta adaptativa, possuem
diversos variantes alélicos de genes que participam de vias na auto-imunidade
como CTLA-4 e PTPN22. Nos ultimos anos, as células Treg (CD4*, CD25" e
CD69) tém sido reconhecidas como cruciais no controle de auto-reatividade da
resposta imune (PEARCE & MERRIMAN, 2006).

A imunorregulacdo tem sido o alvo de pesquisas com intuito de entender
que falhas nesse mecanismo devem estar relacionadas com as doencgas auto-

imunes. Os defeitos da imunorregulacdo podem ser adquiridos em diversos
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pontos durante a fase inicial e tardia da resposta auto-imune. Em linfécitos T
CD4+, a interacao ligante-receptor entre o complexo peptideo-MHC e receptor
da célula T (TCR) é importantissima, desde que isso determine aspectos
qualitativos e quantitativos dos sinais transduzidos através do TCR (ABBAS et
al., 2008, COPE, 2003). Considerando a auto-reatividade das células T, a
evolucdo da AR pode ser observada por uma série de pontos de regulagéo
(pontos de checagem) observados na Figura 3. Estes pontos de regulacéo
mostram uma Vvisdo para entender ndo somente como a doenca pode
progredir, mas também para explorar como a evolucdo das respostas auto-

imunes pode diferir qualitativamente no evento nao-suscetivel.

N A

Ponto de checagem 1 Ponto de checagem 3
Ativagéo das células T CD4* Ponto de checagem 2 Resposta efetora nas
por diferentes subsaf de peptideos Freqiiéncia de expansdo de ariculagGes mediada por:
antigénicos apresentados células T CD4* sinais célula-célula
por doen¢as associadas com altareatividade-cruzadaao auto-anticorpos
moléculas doMHC classell complexo auto-peptidec/auto-MHC complexos imunes

citocinas pré-inflamatdrias

© U 4@ U ©

Ponto de checagem 4
Mecanismos/ tolerancia imunoregulatdrias
Ativacao da morte celular, citocinas imunoregulatérias

Figura 3: Pontos de checagem imunopatolégicos envolvidos na patogénese da artrite
inflamatéria crénica. Esses podem influenciar a ativacdo, expansao e/ou respostas efetoras.
Figura adaptada de COPE, 2003.

A sinalizacdo dos receptores da célula T (TCR) comeca atraves da
cascata de sinais no interior celular, no qual h& proteinas intracelulares, as
tirosinas fosfatases (PTPs), cujo papel é diverso na regulacdo negativa desta
cascata de sinais, entretanto as PTPs sdo reconhecidas como chave na
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manutencdo da homeostase celular imunoldgica (SIMINOVITCH, 2004). Um
tipo de proteina do grupo PTP est4 fortemente envolvido com a etiologia das
doencas auto-imunes, PTP non-receptor 22 (PTPN22). Além de ter um efeito
regulador negativo a funcdo das células T, em geral a inibicdo das fosfatases
resulta na proliferacdo policlonal das células T ativadas ou podem induzir
ativacdo espontanea e producdo de citocinas por linfocitos T (GREGERSEN &
BATLIWALLA, 2005).

FELDMANN et al. (1996) lembram que o papel dos linfécitos B na AR
tem sido intensamente estudado desde que se observou que a maioria dos
pacientes possuem o anticorpo IgM (imunoglobulina M), o fator reumatdide,
gue reconhece a regido Fc da IgG (imunoglobulina G). Ambos os anticorpos,
IgM e IgG, diferem da sequéncia da linhagem germinal, sugerindo que o
processo da fabricacdo destes anticorpos é estimulado pela presenca de
antigeno. O complexo imunoldgico do fator reumatdide e IgG podem contribuir
para a doencga, ativando o processo do complemento e estimulando a producéo
de citocinas.

A fisiopatologia da AR é caracterizada pela inflamacédo intensa que
envolve a articulagdo, especificamente na membrana sinovial, levando a
hipertrofia do tecido e a transformacdo funcional das células componentes
desta membrana, o0s sinoviocitos. A membrana sinovial é normalmente
composta por apenas uma camada de tecido que quando inflamada pode
aumentar para dez camadas devido ao grande acumulo dos macréfagos
(sinoviécitos tipo A) e fibroblastos transformados (sinovidcitos tipo B) e
produtores de uma série de mediadores inflamatérios — interleucinas. O tecido
sinovial povoado de células inflamatorias (Figura 4) é rico em enzimas lesivas a
articulacdo (metaloproteinas), denomina-se pannus, destacado na Figura 4
(FELDMANN et al., 1996). O primeiro evento na estimulacdo do processo
inflamatério que leva ao desenvolvimento do pannus parece ser a
apresentacao pelo macréfago ou célula dendritica de uma proteina, ainda néo
identificada, previamente processada e ligada a molécula de superficie de HLA-
DRB1. A apresentacdo é feita para o linfocito T auxiliar (Ty) através de seu

receptor especifico, formando, por fim, um complexo de trés moléculas:
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molécula HLA, antigenos nao identificados e o receptor do linfocito T auxiliar.
Esta dltima célula, quando formado esse complexo, muda suas caracteristicas
fenotipicas e passa a lancar citocinas estimuladoras da proliferacdo de
linfécitos e macréfagos, IL-2 e IFN-y, respectivamente, passando a ser
denominado linfocito Tyl. (SILVA et al., 2003).

Rheumatoid

joint
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Canliagel |Synovia
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Figura 4: Articulacdo normal (esquerda) com apenas uma camada de tecido e, a direita a
articulagcdo reumatica acometida pelo pannus, em destaque. Figura retirada de FELDMANN et
al., 1996.

As citocinas encontradas na membrana sinovial e no fluido sinovial de
pacientes de AR, IL-2 e IFN-y, estdo em baixas concentra¢des, enquanto que
os produtos de macrofagos e fibroblastos estdo abundantes, como as citocinas:
IL-1, IL-6, IL-15, IL-18, fator de necrose tumoral (TNF)-a e fator estimulador
colonial de macréfago-granuldcito (GM-CSF), diversas quimiocinas, entre
outros. As interleucinas IL-1, IL-6, IL-15 e IL-18 e TNF-a sdo os produtos
essenciais para o processo inflamatério (FIRESTEIN, 2003).

Os sinoviécitos tipo A e tipo B na lamina intima da articulacdo podem
produzir fatores que mantém a inflamacédo ativando células locais, figura 5.
Células adjacentes expressam outras citocinas, como as metaloproteinas,

prostaglandinas e o6xido nitrico os quais destruirdo as células da regiao
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inflamada. As moléculas de adesdo séo induzidas no endotélio, mobilizando
células circulantes que se acumulam no liquido sinovial (os linfécitos T), as
quais devem ser ativadas por antigenos articulares que ndo possuem relacéo
com fatores etiologicos (FIRESTEIN, 2003).

Um outro fator importante no processo de inflamacgéo é a presenca da
proteina C-reativa, a qual possui niveis séricos elevados no processo
inflamatorio. Proteina C-reativa (PCR) é produzida pelos hepatdcitos no inicio
da resposta quimica do organismo a um evento inflamatério, desta forma ela é
conhecida como “proteina da fase aguda’. A PCR esta presente em niveis
baixos no soro, no entanto seu nivel cresce rapidamente em resposta a uma
variedade de infec¢des ou condi¢des inflamatérias (CLYNE & OLSHAKER,
1999). Por ter esta caracteristica, a PCR é utilizada como marcador

inespecifico da atividade da doenca e de diagnostico de inflamacgéo oculta.

IL—'IC' IL-1 @

IL-1Ra IL-18
STNF-R TNF-«
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Macrophage
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Figura 5: Rede de citocinas envolvidas na AR que sdo produzidas pelos macréfagos e
fibroblastos produzem. As citocinas pré-inflamatérias séo (+) e anti-inflamatérias séo (-). Figura
retirada de FIRESTEIN, 2003.

1.4.1 Gene IL-18

A interleucina 18 (IL-18) foi identificada como indutora de interferon
gama (INF-y), mas como a sua estrutura € compartilhada com a interleucina-

1B, a molécula foi incorporada a familia das IL-1. Além da semelhanca na



26

estrutura, ambas interleucinas sdo produzidas como moléculas precursoras
inativas, que sao processadas pela caspase-1 (GIEDRAITIS et al., 2001).

O gene humano esta no cromossomo 11g22.2-22.3, apresenta seis
exons, tamanho maior que 20 quilobases (kb, Figura 6), codificando um

polipeptidio de 193 aminoécidos.

HC_000011.8
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Figura 6: Figura ilustrativa do gene IL-18. A regido em vermelho é a parte do gene codificante
(éxon) e em azul é a regiao nao codificante. Fonte: NCBI, 2008.

A IL-18 é produzida por macrofagos ativos e possui a habilidade de
induzir IFN-y e, de fato, a IL-12 e a IL-18 possuem um sinergismo com a
inducdo de IFN-y, baseando-se na regulacdo da expresséo do receptor da IL-
18 em células-alvo (GIEDRAITIS et al., 2001). IL-18 induz a proliferacédo e a
regulacéo da expresséo de IL-2Ra, promove fator de necrose tumoral (TNF)-a
e producdo de GM-CSF pelos clones de células Tyl, agindo nos linfécitos T e
nas células natural killers (NK). A IL-18 pode ser produzida também por
condrdcitos articulares, osteoblastos, queratindcitos (GRACIE et al., 1999).

Na ligacdo IL-18 ao receptor IL-18Ra, o receptor IL-18R[B é recrutado e
induz vias de sinalizagdo comuns aos membros da familia IL-1R, como a
diferenciacdo mieldide 88 (MyD88), quinase associada ao IL-1R (IRAK),
receptor do fator de necrose tumoral associado ao receptor do fator 6 (TRAF6),
fator nuclear kB (NF-kB), como pode ser observado na figura 7 (THOMPSON &
HUMPHRIES, 2007).
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Figura 7: Esquema da transducdo do sinal do IL-18R. Figura importada THOMPSON &
HUMPHRIES, 2007.

A cascata inflamatéria produzida pela IL-18 faz com que haja aumento
na expressao de receptores para a mesma em linfocitos e células NK, levando
a producdo de TNF-a. A IL-18 também ativa a translocacdo de NF-kB em
células T periféricas e fibroblastos.

Na AR, a IL-18 tem uma acao interessante sobre os osteoclastos, que
sdo ceélulas responsaveis pela degradacdo do tecido 0sseo, comumente
afetado na patogenia. A IL-18 inibe células multinucleadas semelhantes a
osteoclastos através da inducdo de fatores estimulantes de macréfagos e,
ainda, possui agéo inibitoria sobre produgcdo de osteoclastos na presenca de
agentes geradores dessas ceélulas. Além disso, a interleucina-18 tem sido
utilizada em tratamentos de céancer, com o objetivo de diminuir tumores através
da ativacdo das células NK, produzindo, por conseguinte, IL-12 (DINARELLO
et al.,1998).
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Esta citocina, por ter um efeito sistémico e pleiotrépico, € também
encontrada nas placas ateroscleroticas. A citocina IL-18 foi associada a
instabilidade das placas em pacientes com sindromes agudas coronarianas, o
gue pode levar a morte (TIRET et al., 2004, EVANS et al., 2007).

O gene IL-18 possui cerca de 90 polimorfismos conhecidos na regido
promotora e na por¢cao codificadora do gene (IIPGA, 2008). THOMPSON &
HUMPHRIES (2007), estudando a susceptibilidade a doencas inflamatorias,
observaram gue no fragmento de 909pb na regido promotora ha trés SNPs (G-
137C, T+113G e C+127T), cujas variacOes alélicas alteram a transcricdo do
gene. Em outro estudo de polimorfismo da mesma regido, GIEDRAITIS et al.
(2001) analisaram outro fragmento da regido promotora no qual apresentou
cinco polimorfismos (G-656T, C-607A, G-137C, T+113G e C+127T).

A importancia de estudar a regido promotora é a de observar a relacao
entre a variacdo genética do gene IL-18 e os niveis da citocina no plasma e,
como a artrite reumatodide é uma doenca inflamatéria que ocorre principalmente
nas articulacdes, a interleucina-18 € encontrada no liquido sinovial sendo que o
excesso de sua atividade pode agravar o dano local (GIEDRAITIS et al., 2001).

A expressdo de RNA mensageiro do gene da IL-18 e a presenca da
citocina nos tecidos sinoviais de pacientes com AR foram encontradas em
niveis altos quando comparados aos controles com osteoartrite (GRACIE et al.,
1999).

Neste trabalho foram analisados dois SNPs da regido promotora,
localizados nas posi¢des -607 e -137, nos quais a mudanca de nucleotideo
pode influenciar na transcricdo, alterando o sitio de interacdo dos fatores
transcricionais, como proteinas CREB (CAMP response-element binding
proteins) e fator nuclear H4TF-1, respectivamente (GIEDRAITIS et al., 2001).
Estas mudancas de nucleotideos nas posi¢cBes da regido promotora citadas
anteriormente diminuem a expressdo da regido promotora que, por
conseguinte, ha a menor producdo da citocina e menores niveis séricos da
mesma na circulacao do organismo (SIVANLIGAM et al., 2003 e PAVLOVNA et
al., 2008).
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2 Justificativa

A artrite reumatdide, por ser uma doenca de etiologia complexa e
indefinida, leva a dificuldade de diagnéstico e prognostico. Embora haja
marcadores para o diagnostico que permitam o acompanhamento da evolucéo
da doenca, a AR possui uma caracteristica de heterogeneidade de fatores
clinicos e epidemioldgicos visiveis a medida que é acompanhado o cotidiano
do ambulatério de Reumatologia.

A incidéncia de AR é consideravel na populacdo mundial e com a
evolucdo dos quadros clinicos graves dos doentes traz a sociedade um grande
problema de invalidez, problemas sociais, de trabalhos e um aumento na taxa
de mortalidade. Estes fatores vém chamando atencdo da sociedade, dos
meédicos e da industria farmacéutica.

No Brasil a AR é pouco estudada, ndo se sabe sobre as caracteristicas
clinicas e epidemioldgicas dos pacientes, uma vez que a populacao brasileira é
caracterizada como geneticamente singular, e ndo se podem realizar
comparacoes diretas quando utilizados dados e informacfes de outros paises,
0S quais possuem caracteristicas genéticas populacionais distintas. Por isso,
h& necessidade de reproduzir estudos de diversos lugares do mundo para se
averiguar quais condi¢des sao caracteristicas da populacéo e da doenca.

Com este trabalho buscou-se levantar dados clinicos e epidemiolégicos
da amostra estudada com o intuito de caracterizar a doenca, e como que
fatores genéticos podem estar contribuindo a patogénese. Dentre os fatores
genéticos, foi estudado o gene que codifica a citocina pré-inflamatéria
Interleucina-18 (IL-18), a qual possui um papel pleiotrépico que esta
relacionada com o desenvolvimento da AR, gravidade das manifestacdes
articulares e/ou extra-articulares, mortalidade dos pacientes e etc.
(GIEDRAITIS et al.,, 2001). A regido estudada do gene, regido promotora,
possui um papel fundamental sobre a regulacdo desta citocina que, uma vez
em altas concentracdes no sangue, pode levar a um quadro grave do paciente.
Além do que, o entendimento da importancia desta molécula na imunopatologia

da AR possa sugerir a IL-18 como um alvo terapéutico.
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3 Objetivos

Analisar associacdo dos polimorfismos da regido promotora do gene IL-
18 (-137 e -607) com Artrite Reumatdide (AR) no estado de Santa Catarina,

comparando os pacientes com AR a um grupo de individuos saudaveis (estudo

caso-controle). Foram observadas as freqiiéncias alélicas e genotipicas obtidas

neste trabalho, confrontando-as com dados em outras populac¢des descritos na

literatura.

3.1 Objetivos especificos

1.

Aumentar o numero de pacientes e controles no Laboratério de
Polimorfismos Genéticos (LAPOGE).

Elaborar um banco de dados dos pacientes, incluindo dados clinicos
e epidemioldgicos da Artrite Reumatoide.

3. Otimizar as técnicas necessarias para genotipagem do gene IL-18.

Identificar e determinar as frequéncias dos alelos e dos gendtipos
dos SNPs -604 e -137 do gene IL-18, em pacientes e controles.
Realizar andlise estatistica dos resultados, tal como a verificar o
equilibrio de Hardy-Weinberg e o desequilibrio de ligacdo entre os
locos estudados do gene IL-18, nas amostras de pacientes e de
controles.

Realizar um estudo de associacdo caso-controle para avaliagdo do
papel dos diferentes alelos acima citados na suscetibilidade a Artrite
Reumatoide.

Comparar as frequéncias obtidas nas populagbes estudadas com
outras populagdes verificadas na literatura.

Caracterizar a amostra de pacientes com AR atraves de dados
clinicos e epidemiologicos e realizar analises estatisticas da

influéncia dos dados com os polimorfismos estudados e entre si.
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4 Materiais e métodos

4.1 Coleta

A amostra foi constituida de pacientes com diagnoéstico de Artrite
Reumatdide, de acordo com os critérios do Colégio Americano de
Reumatologia (American College of Rheumatology — ACR), atendidos no
ambulatorio de Reumatologia no Hospital Universitario (HU) vinculado a
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), no periodo de marco de 2007
a agosto de 2009. Foram obtidas 97 amostras de pacientes com AR e 0 grupo
controle foi constituido com 151 pessoas saudaveis, participantes como
controles de um projeto de pesquisa desenvolvido paralelamente pela equipe
de pesquisa do LAPOGE, sobre cancer de mama. Como no estudo com cancer
de mana havia somente mulheres, alguns homens foram incluidos no grupo
controle, mas sem pareamento por sexo e idade. Individuos com historico
familial de doenca auto-imune foram eliminados do grupo controle.

Os dados familiais e epidemiolégicos das pacientes foram obtidos
durante entrevista, através de questionarios estruturados (ANEXO A). Os
dados clinicos foram obtidos a partir dos prontuarios. Apés a obtencédo do
consentimento informado assinado pelo paciente (ANEXO B) e da entrevista,
foram coletados 10 ml de sangue periférico, em tubo com anticoagulante EDTA
para extracdo de DNA e analise dos polimorfismos genéticos no LAPOGE. Os
dados familiais e epidemioldgicos do grupo controle foram obtidos de maneira
similar, bem como o consentimento livre e esclarecido e a coleta de sangue
periférico (ANEXO C).

Este trabalho faz parte de um projeto maior em vigéncia no LAPOGE
chamado “Genética da auto-imunidade: polimorfismos em LUpus Eritematoso
Sistémico e Artrite Reumatdide em pacientes de Santa Catarina”, aprovado
pelo Comité de Etica em Seres Humanos da Universidade Federal de Santa
Catarina (CEP-UFSC), n° 172/06, de 26/06/2006.
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4.2 Processamento das amostras de sangue

O material bioldgico obtido das coletas foi centrifugado a 3.000 rotacdes
por minuto (rpm), durante 20 minutos para a separacdo dos constituintes do
sangue. O plasma foi estocado para futuras pesquisas, a camada de leucocitos
(buffy coat) foi armazenada para a extracdo de DNA gendmico destas células.

As amostras separadas foram armazenadas a -20<C.

4.3 Extracdo e quantificacdo de DNA

A extragdo do DNA gendmico sera de acordo com SAMBROOK &
RUSSEL (2001), pela técnica de Fenol-cloroformio. ApGs a extracdo, o DNA
constituiu um banco de DNA organizado a partir do nUmero de matricula dos
individuos, contendo dados clinicos e epidemioldgicos. Este banco de DNA
gendmico é estocado a -20<C e foi analisado neste p rojeto e sera utilizado em
futuras analises moleculares.

AplOs a extracdo, uma aliguota de DNA foi quantificada através da
eletroforese em gel de agarose 1% e pela absorbancia medida em 260nm e
280 nm em espectrofotometro (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). A partir da
quantificacdo, as amostras foram diluidas a concentracéo padréao do laboratério
(20ug/ml).

4.4 Gene IL-18

4.4.1 Polimorfismo do gene 1L-18 -607

Os polimorfismos analisados neste gene estdo presentes na regido
promotora do mesmo. A genotipagem do SNP da posicao -607 foi realizada
através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR — Polimerase Chain
Reaction) e pelo método de deteccdo do polimorfismo pelo tamanho do
fragmento com o uso de enzima de restricdo (RFLP — Restriction Fragment
Length Polymorphism).

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na PCR, R e F na
tabela 3, amplificam um fragmento de 301pb (pares de bases) que abrange o

polimorfismo em questéao.
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Tabela 3: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na amplificacdo dos
polimorfismos estudados do gene IL-18. Adaptado de TAKADA et al. 2002.

Posicao Sequéncia dos iniciadores*
-607 F: 5-CTTTGCTATCATTCCAGGAA-3'
R: 5-TAACCTCATTCAGGACTTCC-3'
-137 controle F: 5'-CCAATAGGACTGATTATTCCGCA-3'

controle R: 5-AGGAGGGCAAAATGCACTGG-3'
F1 especifico: 5'-CCCCAACTTTTACGGAAGAAAAG-3'
F2 especifico: 5'-CCCCAACTTTTACGGAAGAAAAC-3'

* F: forward primer; R: reverse primer

G e C alelos em destaque

O protocolo utilizado para a amplificacdo do gene através da técnica de
PCR esta contido na tabela 4 e o programa utilizado no termociclador para a

amplificacédo esta descrito na tabela 5.

Tabela 4: Protocolos da reacédo em cadeia da polimerase (PCR — Polimerase Chain Reaction)
para os dois SNPs (-607 e -137) do gene IL-18. Adaptado de TAKADA et al., 2002.

(-607) (-137)
Tampao 10x 2,5ul 1,20ul
MgCl, 50mM 1,0ul 0,30ul
dNTP 10mM 0,6l 0,28ul
Primer R 50uM 0,2ul 0,12ul
Primer F 50uM 0,2ul 0,12ul
Primer F1 ou F2 50uM 0,12l
BSA 10mg/ml 0,2ul
Taq polimerase 5U/ul 0,2ul 0,08ul
Agua ultra-purificada 16,1pl 7,98ul
DNA 20ng 4.,0ul 2,00ul
Total 25,0l 12,0ul

O produto de PCR do SNP IL-18 -607 foi digerido com 6U (unidades)
da enzima Msel (Biolabs, New England) a 37C por 12 horas e, o produto da
digestao foi submetido a eletroforese em um gel de agarose 3% que recebe um
banho de brometo de etideo (1%). A enzima Msel reconhece o sitio de

restricio T/TAA e corta o fragmento de DNA de 301pb para individuos
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Tabela 5: Programa do termociclador utilizado para a amplificacdo de cada SNP (-607 e -137)
do gene IL-18. Adaptado de TAKADA et al., 2002

(-607)
94T 3 minutos 1 ciclo
94T 20 segundos
57C 40 segundos 35 ciclos
72T 40 segundos
72 3 minutos 1 ciclo
(-137)
94T 2 minutos 1 ciclo
94T 20 segundos 5 ciclos
68T 60 segundos
94<C 20 segundos .
62T 20 segundos 25 ciclos
72T 40 segundos 1 ciclo

homozigotos CC em 199, 73 e 29pb. O individuo homozigoto AA tem o
fragmento cortado em 101, 98, 73 e 29pb e os individuos heterozigotos CA
possuem os fragmentos 199, 101, 98, 73 e 29pb (Figura 8), como esperado
(TAKADA et al., 2002).

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10N

«——FPCR(301pb)
«——199ph

<«——101e 98ph
€——73pb

«—29b

Figura 8: Foto de eletroforese em gel de agarose 3% no qual foram analisadas amostras do
polimorfismo do gene IL-18 (-607) tratado com enzima de restricdo Msel (PCR-RFLP) que
detecta o polimorfismo. Na raia 1 peso molecular de 50pb, na raia 2 produto de PCR de 301pb
ndo submetido a digestdo da enzima Msel. As amostras nas raias 3, 4, 5, 7, 9 e 10 séo
gendtipos CA (199pb, 101pb, 98pb e 73pb), a amostra da raia 6 tem o genotipo AA (101pb,
98pb e 73pb) e as amostras das raias 8 e 11 sdo gendtipos CC (199pb e 73pb).



35

4.4.2 Polimorfismo do gene 1L-18 -137

O polimorfismo do gene IL-18 na posi¢cao -137 foi analisado pelo
método de PCR de oligonucleotideos iniciadores de sequéncias especificas
(SSP - Sequence Specific Primers) como descrito por GIEDRAITIS et al.
(2001). Os oligonucleotideos iniciadores da reacdo em cadeia da polimerase
sdo compostos por um oligonucleotideo iniciador reverse comum a ambos 0s
alelos (controle R tabela 3) e dois iniciadores forward de sequiéncia especifica
(F1 e F2 especificos na tabela 3). Amplificou-se um produto de 261pb. E como
controle interno foi usado um oligonucleotideo iniciador forward (controle F na
tabela 2) que abrange a regiao polimorfica, garantindo, assim, que ha DNA na
amostra analisada, e amplificando um fragmento de 446pb (TAKADA et al.,
2002).

O protocolo da PCR para este loco esta na tabela 4 e o programa
utilizado no termociclador para a amplificacdo dos fragmentos esta na tabela 5.

Os produtos de PCR foram visualizados na eletroforese de um gel de
agarose 1,5% que foi banhado por brometo de etidio (1%) (TAKADA et al.,
2002), como pode ser observado na figura 9.

) 446ph
Alelo G = < 261ph
44Bnh
%
Alelo <—261ph

Figura 9: Foto de eletroforese em dois géis 1,5% de agarose no qual foram analisadas
amostras de PCR do polimorfismo do gene IL-18 (-137) por iniciadores (primers) de seqiiéncias
especificas (PCR-SSP). Na foto superior, o indicador do alelo G, sdo amostras que
amplificaram para o protocolo de PCR-SSP para tal alelo (F1), sendo que a banda de maior
tamanho (446pb) é o controle interno do sistema e a banda de 261pb contém o alelo G. As
amostras na foto de baixo estdo indicadas para o alelo C que, por conseguinte, foram
amplificadas por PCR-SSP para o alelo C (F2), sendo que a banda de 446pb é o controle
interno no sistema e a banda menor de 261pb contém o alelo C. As raias (vertical) sdo os
mesmos individuos que foram submetidos a ambos os sistemas, desta forma a raia 1, 4 e 8
possuem o genétipo GC. Ja as raias 2, 3, 5, 6, 7, 10 sdo amostras genotipadas como GG e por
fim, a amostra da raia 9 é genotipada como CC.
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4.5 Andlise e tratamento dos dados

As freqUéncias alélicas e genotipicas em cada grupo de amostras
foram estimadas por contagem direta, submetidas ao teste do ¥2 com o intuito

de verificar o equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), e o valor de p foi
considerado estatisticamente significativo quando menor que 0,05. Para
confirmacdo dos célculos utilizou-se o software GenePop, disponivel em
http://genepop.curtin.edu.au/. Adotou-se grau de liberdade (GL) igual a 1, pois
retirou-se do numero de classes genotipicas de resultados, o numero de
informacdes da amostra necesséario ao calculo dos valores esperados para
essas classes (BEIGUELMAN, 2008).

O teste de homogeneidade foi calculado entre casos e controles quanto
a composicao étnica em uma tabela de contingéncia 3x2, adotando o GL igual
a 2. O valor de p foi obtido através do software Chi Square Calculator,
disponivel em http://www.stat.tamu.edu/~west/applets/chisqgdemo.html.

A analise da ocorréncia ndo aleatéria de certas combinacdes alélicas
entre os dois SNPs do gene IL-18 (-607 e -137) para a verificagcdo haplotipica
foi realizada através do uso do software GenePop. Este teste de desequilibrio
de ligagéo € utilizado com o intuito de verificar se os dois SNPs estdo sendo
segregados independentes entre si. Se as combinacdes alélicas observadas
dos dois polimorfismos analisados estdo segregando juntos numa frequéncia
acima da esperada, apresentando desvios significativos, considera-se que
estes locos estdo em desequilibrio de ligagéo.

Na comparagcdo entre os dois grupos foram aplicados os métodos
classicos de analise epidemiolégica para estudos caso-controle (BRESLOW &
DAY, 1980). Para uma estimativa da associacao entre os diversos alelos
estudados e a artrite reumatdide, foi calculada uma razdo de probabilidade,
odds ratios (OR), segundo WOOLF (1955), através do software EpiMax Table
Calculator disponivel em http://www.healthstrategy.com/epiperl/epiperl.htm.

O valor de OR é muito proximo ao do risco relativo, que exprime

guantas vezes o carater em estudo (no caso, a artrite reumatéide) é mais
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frequente entre os portadores de um determinado fator (no caso, um alelo
especifico) do que entre agueles que nao possuem o mesmo fator. O valor de
OR foi obtido através da construcdo de uma tabela 2x2 na qual sé&o
considerados os pacientes com o fator (casa a), os pacientes sem o fator (casa
b), os controles com o fator (casa c) e os controles sem o fator (casa d). O valor
de OR resulta de efetuar a operacdo matemética (a.d)/(b.c), de acordo com a
tabela 6.

Tabela 6: Tabela 2x2 para o célculo do risco relativo (Odds Ratio — OR) entre casos e
controles.

Casos Controles
Risco a b
N&ao-risco C d

Valores de OR iguais a 1 significam que o fator ndo esta associado a
caracteristica em questdo. Valores maiores do que 1 (OR>1) indicam maior
probabilidade de desenvolver a doenca, enquanto que valores menores do que
1 (OR<1) apontam para uma certa prote¢céo, conferida pelo fator estudado ou
por um outro fator ligado ao primeiro, contra o desenvolvimento da patologia.

A odds ratio e os respectivos intervalos de confianca (IC) de 95%
foram estimados e considerados valores estatisticamente significativos quando

o valor de p foi inferior a 0,05 (5%).
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5 Resultados

5.1 Caracterizacdo da amostra

A amostra foi constituida por 248 mulheres e homens, sendo 151
controles e 97 casos, residentes no estado de Santa Catarina. No grupo de
casos foi composto por 86 mulheres e 11 homens em uma proporc¢éo de 7,82:1
respectivamente; ja o grupo de controles foi composto por 134 mulheres e 5

homens, perfazendo uma proporcgéo de 26,8:1 respectivamente (Figura 10).

M Casos (n=97)

Controles (n=139)

40 -

58]
o
L

o

Feminino Masculino

Género

Figura 10: Distribuicdo do numero de mulheres e de homens que compdem casos e controles
no presente estudo.

A média da idade dos casos é de 54,63 (x12,48), possuindo maior
prevaléncia de individuos com idades entre as classes de 40 e 69 anos, como
pode ser visualizado na figura 11. Quanto aos controles, a média da idade é de
48 anos (x15,56), também com prevaléncia de idade entre 40 e 69 anos. No
entanto, este grupo possui uma freqiéncia de individuos pertencentes a classe
20-29 acima ao do grupo de casos.
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Figura 11: Frequéncia (%) das idades separadas em classes nos casos e controles.

As amostras foram classificadas por etnias de acordo com o historico de
ascendéncia da familia relatado pelos individuos participantes do estudo. A
figura 13 mostra que ha prevaléncia de euro-descendentes em ambos 0s
grupos analisados (75,82% em casos e 88,32% em controles), presenca de
individuos afro-descendentes (21,98% em casos e 10,95% em controles) e
uma pequena frequéncia de individuos amerindio-descendentes (2,20% em
casos e 0,73% em controles). Sendo que estes dois Ultimos grupos étnicos

com prevaléncia nos casos, ndo apresentando homogeneidade com o grupo

controle (y* = 7,219, p= 0,027).
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Figura 12: Frequéncia (%) de casos e controles caracterizados por grupos étnicos.

5.2 Andlise de gendtipos do gene  IL-18

5.2.1 Polimorfismo IL-18 (-607)

40

No estudo do polimorfismo do gene IL-18 (-607), foram analisados 97

individuos casos e 151 individuos controles. Na tabela 7 encontram-se as

frequéncias alélicas e genotipicas encontradas para este loco em casos e

controles, mostrando, também, que as duas amostras possuem frequéncias

genotipicas em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

Tabela 7: Freqiuéncias alélicas e genotipicas do SNP IL-18 (-607) em individuos caso e

controles.

Casos (%)

Controles (%)

n= 97 n=151
ALELOS
C 0,557 0,576
A 0,443 0,424
GENOTIPOS
cc 31(0,32) 48 (0,32)
CA 46 (0,47) 78 (0,52)
AA 20 (0,21) 25 (0,16)
EHW ¥2=0,149 , p=0,8367 ¥?=0,502 , p=0,3325

EHW= Equilibrio de Hardy-Weinberg, p= probabilidade.
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Na tabela 8, é possivel verificar os valores de OR encontrados para 0s
alelos e genotipos, sem resultados significativos. Nao foram encontradas
associacOes estatisticamente significativas entre os diferentes alelos e

genotipos desse SNP e AR.

Tabela 8: Associacdo dos alelos e genétipos do SNP IL-18 (-607).

OR IC 95% p
ALELOS
C 1,0 (Ref.) - -
A 1,064 0,732-1,547 0,804
GENOTIPOS
cc 1,0 (Ref.) ] ]
CA 0,914 0,497-1,681 0,869
AA 1,164 0,522-2,593 0,830
(CA+AA) X CC 0,974 0,550-1,729 1,000

OR= Odds Ratio, IC= Intervalo de Confian¢a 95%, p<0,05 foi considerado significativo

5.2.2 Polimorfismo 1L-18 (-137)
No estudo do polimorfismo do gene IL-18 (-137), foram analisados 97

individuos casos e 151 individuos controles.

Tabela 9: Frequéncias alélicas e genotipicas do SNP IL-18 (-137) em individuos caso e
controles.

Casos (%) Controles (%)
n=97 n=151
ALELOS
G 0,696 0,709
C 0,304 0,291
GENOTIPOS
GG 45 (0,46) 70 (0,46)
GC 45 (0,46) 74 (0,49)
cc 7 (0,07) 7 (0,05)
EHW ¥%2=0,599 , p= 0,3455 x%= 5,264 , p= 0,0059

EHW= Equilibrio de Hardy-Weinberg, p= probabilidade.
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Na tabela 9 encontram-se as frequéncias alélicas e genotipicas
encontradas para este loco em individuos caso e controles, bem como os
valores de qui-quadrado e de probabilidade em relacdo ao Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW). Para os controles as frequéncias genotipicas néo se
encontram em equilibrio (y2= 5,264 , p=0,0218, GL=1).

Para avaliar o risco dos alelos e gendétipos entre casos e controles foi
calculado o OR, considerando o alelo C como o alelo de risco e o alelo G como
referéncia (OR=1,0). O gendtipo CC possui freqiéncia maior em casos que em
controles, sendo o valor de OR= 1,556, entretanto ndo foram encontrados

valores de OR significativos entre as amostras (Tabela 10).

Tabela 10: Associacdo dos alelos e genétipos do SNP IL-18 (-137).

OR IC 95% p
ALELOS
G 1,0 (Ref.) - -
C 1,063 0,703-1,606 0,840
GENOTIPOS
GG 1,0 (Ref.) - -
GC 0,946 0,540-1,658 0,943
cc 1,556 0,452-5,365 0,621
(GC+CC) x GG 0,999 0,580-1,720 1,000

OR= Odds Ratio, IC= Intervalo de Confianga 95%, p<0,05 foi considerado significativo

5.3 Andlise de desequilibrio de ligacéo entre os do  is locos do gene IL-18

Analise de desequilibrio de ligacdo entre os locos IL-18 (-607) e IL-18
(-137) foi realizada pelo programa Genepop e observou-se que estes dois locos

considerados como haplétipos, estdo fortemente em desequilibrio de ligacéo,

(o valor de y2 foi infinito e o valor de p foi altamente signiticativo, p<0,05).

5.4 Analise de dados clinicos e epidemioldgicos

Nos casos, foram analisados fatores importantes para o

desenvolvimento da doenca ou que apontam a gravidade da mesma.
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Primeiramente, foi observado possiveis relagbes destes dados aos
polimorfismos do gene IL-18, realizando analise de valores de OR destas
informacgdes com alelos e gendtipos.
Os dados reumatolégicos considerados pertinentes a este estudo foram:
- fator reumatdéide (FR): positivo ou negativo, fator de risco FR+;

— proteina C-reativa (PCR): positivo ou negativo, fator de risco PCR+;

5.4.1 Fator Reumatoide

O fator reumatéide positivo foi encontrado em 66,3% dos casos. Quando
analisada a presenca do FR e os alelos ou gendtipos dos locos IL-18 (-607 e
-137), valores do OR ndo mostraram associacdo entre a presenca do fator

reumatoide e determinados alelos e genatipos.

5.4.2 Proteina C-reativa

A proteina C-reativa estava presente em 52,38% dos casos e, ao
analisar PCR+ e os locos IL-18 (-607 e -137), os valores de OR néo
evidenciaram associa¢do dos alelos ou genotipos estudados com a presenca

do marcador.

5.4.3 Acometimento cardiovascular

Além de dados relacionados a reumatologia, pacientes com AR
possuem manifestacdes extra-articulares, sendo que o acometimento no
sistema cardiovascular € prevalente em pacientes e o maior responsavel pela
mortalidade de pacientes. Em relagcdo aos polimorfismos estudados, foi
possivel verificar:

- niveis de colesterol: alto/baixo, sendo alto considerado fator de risco;

- pressdo alta: presenca ou auséncia, fator de risco é a presenca;

— histdrico familial de doencas cardiovasculares: presenca ou auséncia,
considerando presenca de doenca cardiovasculares na familia um fator

de risco.
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5.4.3.1 Colesterol alto
Ao analisar os altos niveis de colesterol e os gendtipos dos locos do

gene IL-18 (-607 e -137), através dos valores de OR e de p ndo se encontrou

associacao alguma entre os fatores analisados.

5.4.3.2 Pressao alta
Os valores de OR e p calculados entre os genotipos dos locos do gene

IL-18 (-607 e -137) e a presenca de pressdo alta ndo demonstraram

associacao entre estes fatores.

5.4.3.3 Historico Familial

No loco IL-18 (-607), o alelo A apresentou um aumento no risco quando
se trata de historico familial de doencas cardiovasculares, porém néao foi
significativa esta diferenca (OR= 1,235, IC 95%= 0,658-2,320, p= 0,578), cuja
situacao foi semelhante quando este alelo esta presente em homozigose, AA,
(OR= 1,509, IC 95%= 0,401-5,772, p= 0,695), como pode ser verificado na
tabela 11.

No entanto, loco IL-18 (-137) o alelo variante, alelo C, mostrou um risco
2 vezes maior em pessoas com casos na familia de doengas cardiovasculares,
entretanto o p ficou proximo ao limiar de significancia (p=0,055). Ao analisar a
presenca dos genotipos foi conferida a relagdo de um risco maior na presenca
do alelo em heterozigose, GC, e em combinacdo genotipica a qual leva em
consideracdo a presenca de pelo menos um alelo C (GC+CC x GG), ambos
valores com o p significativo (Tabela 11). Quando avaliado separadamente, CC
ndo apresentou associagdo. Enfatizamos que o gendtipo GC esta associado

com o histérico familial de doencas cardiovasculares.
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Tabela 11: Associacéo dos alelos e gendtipos do loco IL-18 (-137) ao analisar o polimorfismo e
histérico familial de doencgas cardiovasculares. Considerou-se o alelo C como alelo de risco

Historico familial OR IC 95% p
G 1,00 (Ref.) - -
C 2,004 (0,985-4,107) p= 0,055
GG 1,00 (Ref.) - -
GC 2,742 (1,040-7,323) p= 0,040
ccC 2,875 (0,418-24,296) p= 0,415
(GC+CC) X GG 2,760 (1,087-7,080) p=0,031

OR= Odds Ratio, IC= indice de Confianga 95%, p<0,05 foi considerado significativo

5.4.3.4 Tabagismo

Em relacdo ao tabagismo, foi possivel observar que a freqiiéncia de
individuos que possuem esse habito é maior em casos que em controles, de
acordo com a figura 13. Porém, ndo foi encontrada associacdo entre o
tabagismo e risco de AR (OR= 1.691, IC 95%= 0,930 — 3,079 e p= 0,088).

70,23%

0,8 -

0,7 - 58,24%
0,6 -

41,76%

0,5 -

29,77% ¥ AR (n=91)

0,4 A
! Controles (131)

Freqiiéncia (%)

0,3 -
0,2 -
0,1 -

Fumante/ex-fumante Ndo fumante

Figura 13: Frequéncia (%) de tabagistas em casos e controles.

Sabendo que o consumo de drogas, como cigarro e alcool, podem estar
interferindo no aparecimento ou agravamento da doenca, foram observadas



46

relacbes dos polimorfismos e entre tabagismo, sendo que esse hébito foi
considerado fator de risco.

Ao analisar o risco do tabagismo e os gendtipos do gene IL-18 (-607 e
-137), ndo foram encontrados valores que demonstrassem alguma relacéo
entre os fatores analisados (Tabela 12).

Entre estas informagdes, foram comparados dados clinicos como fator
reumatoide (positivo/negativo) e tabagismo (sim/ndo), PCR com tabagismo,
como pode ser observado na tabela 13.

Quando analisados os elevados niveis de PCR e o habito de fumar,
observou-se que ha elevacdo do risco em 2,67 vezes e o valor de p chegou
proximo ao limiar de significancia (p= 0,061).

O habito de fumar foi relacionado com a presenca do fator reumatoide
(FR), indicando que o tabagismo possua associacdo com a presenca de FR
(OR= 2,199), no entanto o valor de p ndo € estatisticamente significativo
(Tabela 13).

Tabela 12: Associacdo dos polimorfismos do gene IL-18 (-607 e -137) e o habito tabagista nos
pacientes analisados.

OR | IC 95% | p
SNP (-607)
C 1,00 (Ref.) - -
A 0,703 (0,370-1,334) p= 0,315
cc 1,00 (Ref.) - -
CA 0,894 (0,312-2,5630 p= 1,000
AA 0,490 (0,124-1,877) p= 0,377
(CA+AA) X CC 0,741 (0,280-1,962) p= 0,660
SNP (-137)
G 1,00 (Ref.)
C 0,566 (0,294-1,203) p=0,163
GG 1,00 (Ref.)
GC 0,687 (0,263-1,782) p= 0,526
cc 0,175 (0,007-1,738) p=10,198
(GC+CC) X GG 0,591 (0,233-1,489) p= 0,310

OR= Odds Ratio, IC= Indice de Confianca 95%, p<0,05 foi considerado significativo
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Tabela 13: Associacdo da proteina C-reativa (PCR) e do fator reumatéide (FR) com tabagismo.

OR IC 95% p
PCR X CIGARRO 2,673 (0,961-7,546) p= 0,061
FR X CIGARRO 2,199 (0,739-6,677) p=0,182

OR= Odds Ratio, IC 95%, p<0,05 foi considerado significativo
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6 Discussao

6.1 Caracterizacdo da amostra

A proporcdo encontrada de mulheres para homens € de 7,82:1,
incidéncia maior de mulheres que a estimada para a populacdo mundial (2,5:1)
pela ARTHRITIS FOUNDATION (2008), entretanto quando comparada a
proporcao de mulheres e homens do atual estudo com uma pesquisa realizada
em paises da América Latina, a relacdo entre mulheres e homens é
semelhante a 8:1. Esta aproximacdo dos dados com o esperado na Ameérica
Latina pode ser sustentada pela caracteristica heterogeneidade da populacdo
nesta regido na qual o Brasil esta inserido (PANLAR & GLADAR, 2006).

ARTHRITIS FOUDATION (2008) relata que a AR acomete pessoas na
faixa etaria reprodutiva, normalmente na faixa da meia-idade e a média de
idade dos pacientes americanos é de 66,8 anos, no entanto o presente estudo
possuiu uma média de idade um pouco menor de 54,63 (+12,48), possuindo
maior prevaléncia de individuos com idades entre as classes de 40 e 69 anos,
como observado na Figura 11. No entanto, o desvio padrdo encontrado foi alto,
0 que aproxima o valor médio das idades encontrados no presente estudo e na
literatura. Quanto aos controles, a média de idade foi inferior a dos casos, ou
seja, 48 anos (x15,56), além de ter valores distintos na classe referente as
idades entre 20 e 29 (Figura 13).

Analisar aspectos étnicos da populacdo estudada € muito importante,
pois a prevaléncia de um grupo étnico ou a mistura de varios pode influenciar
na relevancia de dados clinicos e epidemioldgicos.

As amostras analisadas possuiam a contribuicéo de trés etnias (triibrida)
com prevaléncia de euro-descendentes 75,82% em casos e 88,32% em
controles. Contudo, houve uma prevaléncia de afro-descendentes e amerindio-
descendentes nos casos (21,98% casos e 10,95% em controles, e 2,20% em
casos e 0,73% em controles, respectivamente). De acordo com o teste de
homogeneidade, percebeu-se que a composicdo étnica entre casos e controles

é distinta, considerando, entdo, amostras heterogéneas (p<0,05). Sabe-se que
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a AR possui prevaléncia maior em afro-americanos e afro-caribenhos (afro-

descendentes) que na populacéo negra africana (PANLAR & GLADAR, 2006).

6.2 Andlise de gendtipos do gene  IL-18

6.2.1 Polimorfismo 1L-18 (-607)

Os genotipos do loco estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg, tanto nos
casos como nos controles. A frequéncia dos alelos foi semelhante (tabela 7),
sendo que o valor para o alelo A foi proximo em casos e controles (0,44 e 0,42,
respectivamente) e o valor de OR= 1,064 (IC 95% 0,732 — 1,547 e p=0,804). A
distribuicdo das frequéncias dos genotipos foi similar entre casos e controles
(tabela 7) sem diferenca significativa entre os mesmos (tabela 8).

As freqliéncias alélicas e genotipicas sdo semelhantes em outros
estudos que envolveram a andlise do polimorfismo do gene IL-18 na posicéo
-607 (tabela 14) com AR em europeus (PAWLIK et al., 2006, RUEDA et al.,
2005), com sarcoidoses em uma populacéo japonesa (TAKADA et al., 2002),
com diabetes tipo 1 em britanicos (SZESZKO et al., 2006), com pacientes com
hepatite B crbnica em uma populacdo chinesa Han (ZHANG et al., 2005) e
casos de cancer de ovario (DEHAGHANI et al., 2009) e de prostata (LIU et al.,
2007). Em outros estudos, observou-se que o gendtipo AA possuia uma
frequéncia mais baixa de 0,03 (p= 0,03) em AR de um estudo em chineses
(SIVALINGAN et al., 2003) e Lupus Eritematoso Sistémico em uma populacdo
da China com a frequéncia de 0,07 (p<0,01) (XU et al., 2007) (Tabela 14).

As frequéncias genotipicas e alélicas deste estudo se aproximaram a
valores de estudos realizados em grupos da Europa, Japdo e China. Dentre
essas populacdes, a Europa seria a mais semelhante a composigéo étnica que
a amostra analisada em Santa Catarina, lembrando que tanto em controles
como casos houve uma grande prevaléncia de euro-descendentes. No entanto,
nao ha dados de outras populacées como de origem africana nem amerindia
para realizar tal comparacédo e avaliar a distribuicdo alélica e/ou genotipica do
presente estudo. N&o houveram muitas diferencas entre as populacdes
asiaticas observadas na tabela 14, e o presente estudo, podendo ser inferido
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Tabela 14: Estudos de associacdo caso-controle realizados no SNP IL-18 (-607) em diferentes populacdes e distintas doencas. Pode-se observar a
frequéncia do alelo variante, alelo A, as freqiiéncias genotipicas, valores de OR e de p.

R Freqléncia o
Origem N Caso/controle Freg;seor}gl?n?rloellé) A Caso/controle Ogc /((I:Csif) p
CCICA/IAA
GIEDRAITIS et al., 2001 Europa (suecos) 4141278 0,41/0,38 NI NI NI
0,18/0,19 NI p>0,05
SIVALINGAM et al., 2003 Asia (chineses) 74/ 235 0,43/0,46 0,80/0,69 NI p>0,05
(Artrite Reumatoide) 0,03/0,12 NI 0,030
0,35/0,33 NI
RUEDA et al., 2005 Europa (espanhois) 362/339 0,40/0,38 0,49/0,57 NI 0,600
(Artrite Reumatoide) 0,15/0,10 NI
0,35/0,40 1,27 (0,92-1,77) 0,146
PAWLIK et al., 2006 Europa (poloneses) 305/309 0,36/0,41 0,47/0,46 0,95 (0,71-1,57) 0,754
(Artrite Reumatéide) 0,17/0,13 0,71 (0,45-1,10) 0,126
0,66/0,46 NI 0,01
XU et al., 2007 Asia (chineses) 226/436 0,20/0,34 0,27/0,39 NI 0,048
(LUpus Eritematoso Sistémico) 0,07/0,15 NI p>0,05
0,20/0,17 1,943 (0,943-4,003) 0,072
TAKADA et al., 2002 Asia (japoneses) 119/130 0,79/0,38 0,53/0,39 2,200 (1,246-3,887) 0,007
(Sarcoidose) 0,27/0,44 Referéncia (OR=1,0)



Tabela 14: continuagéo.
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SZESZKO et al., 2006
(Diabetes Tipo 1)

ZHANG et al., 2005
(Hepatite B crbnica)

DEHAGHANI et al., 2009
(Cancer de ovario)

LIU et al., 2007
(Cancer de Proéstata)

Presente estudo, 2009
(Artrite reumatéide)

Europa (Reino Unido)

Asia (chineses)

Asia (iranianas)

Asia (chineses)

Brasil (miscigenados,
com predominécia de
eurodescendentes)

1.560/1.715

231/300

85/158

265/280

97/151

0,39/0,38

0,48/0,51

0,44/0,40

0,54/0,52

0,44/0,42

0,36/0,38
0,48/0,47
0,15/0,14

0,27/0,22
0,50/0,53
0,23/0,25

0,25/0,36
0,60/0,47
0,14/0,17

0,19/0,23
0,54/0,49
0,27/0,28

0,32/0,32
0,47/0,52
0,21/0,16

Referéncia (OR=1,0)
1,08 (0,91-1,27)
1,12 (0,89-1,41)

NI
NI
NI

NI
NI
NI

Referéncia (OR=1,0)
1,357 (0,877-2,100)
1,200 (0,736-1,956)

Referéncia (OR=1,0)
0,914 (0,497-1,681)
1,164 (0,522-2,593)

0,540

0,196
0,476
0,645

NI
NI
NI

0,170
0,464

0,869
0,830

N: nimero da amostra
NI: Nao informado
NC: Nao calculado
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que a distribuicdo das frequéncias deste polimorfismo € muito semelhante em

diversas populacgdes.

6.2.2 Polimorfismo 1L-18 (-137)

Os gendtipos da posicao -137 para os casos estdo em equilibrio de HW,
porém nos controles a distribuicdo genotipica ndo obedeceu ao equilibrio
(tabela 9), sendo o valor de ¥?= 5,26359, com p= 0,0059. De acordo com as
distribuicbes das frequiéncias alélicas e genotipicas, pode-se observar que o
alelo variante IL-18 -137C possui menor freqiéncia tanto em casos como em
controles e nota-se que ha um excesso de heterozigotos nos controles,
deslocando a frequiéncia do alelo variante para esta classe.

As frequéncias genotipicas encontradas possuem uma distribuicdo
semelhante a outros estudos do polimorfismo do gene IL-18 (-137), sendo que
as frequéncias de CC sao inferiores a 1%, em chineses como AR
(SIVALINGAN et al.,, 2003), em casos de sarcoidoses em uma populacéo
japonesa (TAKADA et al.,, 2002), em Lupus Eritematoso Sistémico em uma
populacdo da China (XU et al., 2007). O genoétipo CC possui maiores
frequéncias em outros estudos de AR na Polonia (PAWLIK et al., 2006, RUEDA
et al., 2005), em estudos com hepatite B crénica em uma populagédo chinesa
Han (ZHANG et al., 2005) e em pacientes com diabetes tipo 1 no Reino Unido
(SZESZKO et al.,, 2006). Também em mulheres com céncer de ovario
(DEHAGHANI et al., 2009) e homens com cancer de préstata (LIU et al., 2007),

como podem ser conferidos na Tabela 15.



Tabela 15: Estudos de associacdo caso-controle realizados no SNP IL-18 (-137) em diferentes populacdes e distintas doencas. Pode-se observar a
freqiiéncia do alelo variante, alelo C, as freqiiéncias genotipicas, valores de OR e de p.

A Freqiéncia o
Origem N Caso/controle Freéq;seor}gl(?niirlgllg c Caso/controle OGRG /(CI;%%‘ZQ) p
GG/GC/CC
GIEDRAITIS et al., 2001 Europa (suecos) 414/278 0,30/0,25 NI NI NI
0,73/0,77 NI p>0,05
SIVALINGAM et al., 2003 Asia (chineses) 74/ 235 0,16/0,12 0,23/0,22 NI p>0,05
(Artrite Reumatdide) 0,04/0,01 NI p>0,05
0,53/0,51 NI
RUEDA et al., 2005 Europa (espanhois) 362/339 0,28/0,27 0,39/0,42 NI 0,300
(Artrite Reumatoide) 0,08/0,05 NI
0,53/0,55 1,07 (0,78-1,46) 0,695
PAWLIK et al., 2006 Europa (poloneses) 305/309 0,26/0,25 0,36/0,39 1,14 (0,82-1,58) 0,432
(Artrite Reumatéide) 0,10/0,50 0,15 (0,28-0,95) 0,045
0,74/0,75 NI p>0,05
XU et al., 2007 Asia (chineses) 226/436 0,17/0,13 0,17/0,24 NI p>0,05
(Lapus Eritematoso Sistémico) 0,09/0,01 NI 0,030
0,77/0,75 Referéncia (OR= 1,0)
TAKADA et al., 2002 Asia (japoneses) 119/130 0,22/0,24 0,22/0,23 0,944 (0,519-1,716) 0,849

(Sarcoidose) 0/0,15 NC NC



Tabela 15: continuagéo.
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U Freqiéncia 0
Origem N Caso/controle Fr%q:seor}g?n?rlgllg c Caso/controle %RG /((Igccg/?;é) p
GG/GC/CC
0,54/0,54 Referéncia (OR= 1,0)
SZESZKO et al., 2006 Europa (Reino Unido) 4.323/4.610 0,26/0,27 0,39/0,39 0,98 (0,90-1,07) 0,860
(Diabetes Tipo 1) 0,06/0,067 1,02 (0,86-1,22)
0,78/0,67 NI 0,003
ZHANG et al., 2005 Asia (chineses) 231/300 0,11/0,18 0,19/0,30 NI 0,006
(Hepatite B cronica) 0,017/0,027 NI 0,472
0,54/0,51 NI NI
DEHAGHANI et al., 2009 Asia (iranianas) 85/158 0,74/0,69 0,40/0,36 NI NI
(Cancer de ovario) 0,06/0,12 NI NI
0,56/0,69 Referéncia (OR= 1,0)
LIU et al., 2007 Asia (chineses) 265/280 0,74/0,82 0,36/0,26 1,721 (1,187-2,496) 0,004
(Cé_ncer de Préstata) 0,07/0,04 2,181 (1,034-4,603) 0,037
Presente estudo, 2009 Brasil (miscigenados, 97/151 0,304/0,291 0,46/0,46 Referéncia (OR=1,0)
(Artrite reumatéide) com predominécia de 0,46/0,49 0,946 (0,540-1,658) 0,943
eurodescendentes) 0,07/0,05 1,556 (0,452-5,365) 0,621

N: tamanho da amostra
NI: ndo informado
NC: nao calculado



Neste loco, pode-se observar a semelhanca na distribuicdo alélica e
genotipica no presente estudo com populacdes que, a principio, ndo sao
proximas a populacdo catarinense e brasileira estudada, tratando-se de
contribuicdo étnica. No entanto, os estudos que se aproximaram as frequéncias
obtidas estdo relacionados com doencas reumatoldgicas, o que poderia ser
apontada como uma provavel relacdo da baixa freqiéncia do genoétipo CC e as
caracteristicas das doencas. As frequéncias do alelo variante C séo
semelhantes nos estudos entre casos e controles, no entanto as mesmas sao
relativamente baixas na maioria das pesquisas, com excecdo quando se
relacionaram cancer de ovario e de prdstata realizados no continente asiatico,
gue por sua vez possui grande heterogeneidade, quando comparadas as duas
populacdes consideradas asiaticas, iraniana e chinesa, respectivamente.

A frequéncia do gendtipo CC € maior nos casos que nos controles OR=
1,556 (IC 95% 0,452-5,365 e p= 0,621), porem sem diferenca significativa
(tabela 10). Em céancer de proéstata este gendtipo, CC, confere risco a doenca
(OR=2,18, p=0,03) (LIU et al., 2007).

ZHANG et al. (2005) relatam que, no loco -137, GG possui uma alta
frequéncia em pacientes com hepatite B crbnica em relagdo aos controles
(p<0,05), enquanto que na posi¢do -607, o gendtipo AA estd préximo de
associacado com a inibicdo de replicacdo do DNA-HBV.

Em cancer de ovario em mulheres iranianas, nédo foi encontrada
associacdo com o gene IL-18 e a patologia, no entanto o nivel sérico da
citocina € aumentado nesse tipo de cancer (DEHAGHANI et al., 2009)

RUEDA et al. (2005) ndo encontraram associacdo alguma com AR e o
gene IL-18, semelhante a diabetes tipo 1 no estudo de SZESZKO et al. (2006),

gue nNao encontrou associagao.

6.3 Andlise de desequilibrio de ligacéo entre os do  is locos do gene IL-18

Os locos estudados do gene IL-18 encontram-se em forte desequilibrio
de ligacao (p<0,05), de acordo com estudos de LIU et al. (2007), DEHAGHANI
et al. (2009), ZHANG et al. (2005), PAWLIK et al. (2006), GIEDRAITIS et al.
(2001), RUEDA et al. (2005).
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Desta forma é possivel elaborar estudos haplotipicos do gene e a
relacdo com dados clinicos e epidemiolégicos, que infelizmente ndo foram
realizados neste estudo.

LIU et al. (2007), encontraram associacdo do haplétipo (-137C/ -607A)
com o risco de cancer de prostata, sugerindo que o gene contribui com a
predisposicao a doenca. PAWLIK et al. (2006) estudaram diplétipos e
encontraram como fator de protecdo para AR os diplotipos AC/AC e AG/AG
(p=0,045).

6.4 Analise de dados clinicos e epidemioldgicos

6.4.1 Doenca cardiovascular

O acometimento cardiovascular € uma das caracteristicas de
manifestacdes extra-articulares em pacientes com AR, sendo a principal causa
de mortalidade. Entre as doengas cardiovasculares (DCV) a aterosclerose é a
principal, a qual tem um carater inflamatério, que se desenvolve pela unido de
fatores de risco, genéticos e administracdo de medicamentos, todavia a
contribuicdo de cada fator é desconhecida (SHERINE, 2008).

Segundo PEREIRA & BORBA (2008), estudos prévios sobre a
patogénese da placa aterosclerética a associou a elevados niveis de colesterol
total. Nos Ultimos anos, evidenciou-se que o processo inflamatério age de
forma importante no acumulo, sugere-se que haja contribuicdo celular e
producdo de auto-anticorpos contra as placas aterosclerdticas (WICK et al.
2004).

Os polimorfismos na regido promotora do gene IL-18 analisados no
presente estudo alteram a expressao do gene, ocasionando uma producao da
molécula em niveis séricos distintos, de acordo com o gendétipo. Nao foi
possivel realizar um estudo com os polimorfismos e a presenca de DCV nos
pacientes com AR, no entanto foram observadas relacbes dos polimorfismos
com alguns fatores de risco.

Em relacéo aos niveis elevados de colesterol total, ndo houve relacdo
entre os gendtipos e a condicdo de colesterol alto. Segundo TORIGOE &
LAURINDO (2006), h& estudos contraditorios a respeito dos niveis de
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colesterol total e da fracdo de LDL na AR, no entanto acredita-se na tendéncia
de que os baixos niveis de colesterol total € caracterizado na patogénese.
HUNG et al. (2005) encontraram relacdo entre os altos niveis da IL-18 com
fatores de risco metabdlicos (indice de massa corporal (IMC), triglicerideos,
glicose e niveis de insulina).

O estudo de SNOW & MIKULS (2005) sugerem que os valores séricos
de lipideos oscilem de acordo com a duragéo e severidade da doenca. Em AR
ativa e severa, acredita-se que os pacientes tenham baixos niveis de colesterol
total, HDL e LDL. Ja pacientes no inicio na doenca possuem decréscimo dos
niveis de HDL e aumento de LDL e colesterol total, o perfil de lipideos que esta
relacionado com ao aumento de incidéncia de DCV.

No entanto, os farmacos comumente utilizados no tratamento da AR,
como os antimaléaricos, diminuem os niveis de colesterol total, quanto que outro
farmaco amplamente utilizado — ciclosporina — possui o0 efeito inverso,
dificultando a anélise do risco de acumulo de colesterol e o desenvolvimento de
aterosclerose nos pacientes (TORIGOE & LAURINDO, 2006, RANG et al.,
2007).

A hipertensdo arterial € comum na AR, ocorrendo numa frequéncia de
28,1% a 56% (TORIGOE & LAURINDO, 2006). Contudo, n&o houve
associacao entre os genotipos estudados e o risco de presséao alta no presente
estudo. EVANS et al. (2007), em mulheres negras da Africa do Sul, analisaram
o polimorfismo do IL-18 (-137) e encontraram associacao do genétipo GC com
a elevada pressao arterial, sendo que 0s niveis séricos da citocina esta
associado com presséao arterial alta.

Os antiinflamatérios nao-hormonais (AINH) que s&o utlizados no
tratamento de AR elevam de maneira significativa a presséo arterial (TORIGOE
& LAURINDO, 2006).

As doencas cardiovasculares destacam-se como a mais frequente causa
de Obito e entre elas a patogenia mais encontrada é indiscutivelmente a
aterosclerose coronaria, que pode acometer inclusive pacientes jovens
(SHERR et al., 1999). A presenca do histérico familal DCV tem se estabelecido

como um fator de risco genético (CDC, 2009). Com a analise dos polimorfismos
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do gene IL-18, pode-se notar que presenca do alelo IL-18 -137C esta
associada com o historico de doencas cardiovasculares (p =0,03).

Estudos tém demostrado que fatores de risco para aterosclerose estao
presentes desde a infancia. Com base em tal informacédo, passa a ser
importante componente da prevencao de doenca coronariana, na idade adulta,
a investigacdo de dislipidemia e dos demais fatores de risco na infancia
(SHERR et al., 1999).

Segundo World Heart Federation (2009), estudos mostram que o
componetene genético para hipertensdo e niveis anormais de lipideos no
sangue sao fatores relacionados com o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. Um deste fatores herdados € o alto nivel de colesterol,
conhecido como hipercolesterolemia e, também, observou que a diabetes tipo
2 é considerado um componente genético para o desenvolvimento de DCV
(CDC, 2009). Historico familial de DCV também estad relacionado com o
aumento do didmetro da cardtida e a diminuigcdo de sobrevivéncia em pacientes
com sindrome de Marfan (SILVERMAN et al., 1995).

Historico familal € um de muitos fatores de risco da DCV, especialmente
nas populacdes jovens. Sugerindo que jovens sintométicos possuem um
elevado fator de risco que deve controlar esta condi¢cdo de risco através de
mudancas de comportamento (estilo de vida) e tratamentos medicamentosos
(ELIS et al., 2007).

6.4.2 Tabagismo

O tabagismo foi mais frequiente nos casos (OR= 1,691), porém o valor
de p nao foi considerado significativo (p= 0,088). Da mesma forma, sabe-se
que o tabagismo aumenta o risco de desenvolver AR e, particularmente, uma
AR mais erosiva e com mais nédulos reumatdides (VITTECOQ et al. 2008,
TORIGOE & LAURINDO, 2006). Esse habito possui efeitos biol6gicos diretos
no processo da AR, aumentando os niveis séricos do fator reumatoéide (FR), e
mudando fun¢des imunoldgicas no pulmdo e no organismo como um todo
(SAAG et al.,1997).
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O gendtipo AA para o loco IL-18 (-607) foi mais freqiiente em casos néo
tabagistas do que os que possuem o habito, no entanto ndo foi considerado
signiticativo (p>0,05). No entanto, o habito tabagista foi relacionado com a
presenca do fator reumatodide (FR), observando que ha associacdo entre estes
dois fatores (OR= 2,199), no entanto nao foi estatisticamente significativo.
Quando o fator reumatéide é analisado isoladamente com os polimorfismos do
gene IL-18, ndo se encontrou resultados significativos de maneira semelhante
aos estudos de SIVALINGAM et al. (2003) e REUDA et al. (2005).

Acredita-se que imuno-complexos que contém FR constitui um sistema
de perpetuacdo propria que amplifica o processo inflamatorio sinovial (TUOMI
et al., 1990). O tabagismo tem mostrado um aumento no numero de células
brancas e os pacientes que consomem altos niveis de cigarro possuem
anormalidades nos linfocitos T circulantes e elevada producdo de anticorpos
anti-nucleares, o que predispdem a infeccdo ou severidade (SAAG et al.,1997,
TUOMI et al., 1990).

Os casos com AR possuem um grande risco de morte prematura em
relacdo a populacédo em geral. O excesso de mortalidade esta relacionado com
DCV, a qual € promovida pelo doenca em si (inflamacao crénica, tratamento) e
fatores de riscos convencionais (VITTECOQ et al., 2008).Como a mortalidade
cardiovascular na AR é mais prevalente nas formas mais agressivas, ou seja,
na artrite mais erosiva, com mais manifestacoes extra-articulares e com fator
reumatoide positivo, pode-se especular se o tabagismo teria uma acéo
aterogénica exacerbando a AR (TORIGOE & LAURINDO, 2006). WOLFE et al.
(2004) notaram que o tabagismo € um fator de risco significativo no aumento
de mortalidade cardiopulmonaria em AR (OR = 1.5, 95% CI (1.4, 1.7)).

Ao analisar os elevados niveis de PCR e o habito de fumar, observou-se
que ha elevagdo do risco em 2,67 vezes e o valor chegou préximo ao limiar de
significancia (p= 0,061). Como a Proteina C-reativa (PCR) age em resposta a
uma variedade de infeccbes ou condicbes inflamatorias (CLYNE &
OLSHAKER, 1999), a sua presenca aumentada em pessoas que fumam
sugere a relacdo este estes dois parametros, pois 0 hébito de fumar causa

inflamacdes nas vias aéreas, causando patologias graves.
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Como a aterosclerose € uma desordem inflamatdria semelhante ao que
ocorre na membrana sinovial e possui a caracteristica da formacéao do pannus,
ambas as patogenias envolvem a producao de citocinas inflamatorias, elevados
niveis séricos de reagentes de fase aguda (PCR, fibrinogénio e amildide-A),
ativagdo de células T e expresséo local de moléculas de adesé&o. A inflamacéo
gue ocorre na aterosclerose possui elevados niveis de PCR, o que pode
relacionar os altos niveis da proteina com doencas cardiovasculares (DCV)
(SNOW & MIKULS, 2005). Entretanto, quando a PCR foi analisada com
polimorfismos do gene IL-18, ndo foram encontrados dados significativos em

relagéo a seus altos niveis e o gene, mostrando a ndo-relacdo entre ambos.
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7 Conclusao

Na Artrite Reumatéide, as freqiéncias de mulheres realmente sao
maiores que as de homens acometidos pela doenca, o que indica fatores
hormonais ou apenas sociais, pois este grupo busca mais auxilio médico. A
prevaléncia de pacientes é da faixa etaria reprodutiva, de atividade profissional
e pessoal. Os casos possuiam uma caracterizagdo étnica distinta dos
controles.

Na analise das frequéncias dos gendtipos em ambas as posi¢cdes do
gene da IL-18, -607 e -137, as mesmas mostraram-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW), com excec¢do para o loco -137 em individuos controles. Nao
foram encontradas associacfes nem fatores de protecdo dos gendtipos em
casos, em relacdo aos controles.

Os fatores que poderiam predispor a doenca como o tabagismo e a
presenca do FR e da PCR, n&o foram relacionados com os polimorfismos do
gene estudado (IL-18 -607 e -137) e sim com outros fatores, como o
tabagismo, no entanto n&o foi significativo.

Entre as manifestacdes extra-articulares presentes na AR, foram
analisados fatores que sao considerados de risco para DCV e a sua possivel
relacdo com o gene que codifica a interleucina-18, como niveis de colesterol
total altos e pressdo arterial alta, entretanto nenhum resultado foi
significativamente aceito. Em outra analise, todavia, encontrou-se associagcao
significativa do polimorfismo do gene IL-18 -137CC com pessoas que tenham
histérico de doencas cardiovasculares na familia, supondo uma maior
suscetibilidade para aquele gendtipo e pessoas com historico familial de DCV.

O estudo foi realizado com uma amostragem pequena de casos e
controles o que poderia ser um fator de grande influéncia na nao significancia
dos resultados encontrados. Com o intuito de avaliar os dados préximos a
significancia, seria interessante analisar novos casos de AR.

Cabe ressaltar que a analise do polimorfismo do gene IL-18 em
pacientes com AR é um estudo inédito na regido do sul do Pais e, também,

brasileiro, que enriquece a pesquisa no Pais e na reumatologia.
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Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Molecular, Embriologia e ®nética/CCB
Departamento de Clinica Médica/CCS
Analise de Polimorfismos Génicos em Pacientes comtite Reumatodide

NOME: PRONTuéario/HU:
IDADE: anos SEXO:( )F ( )M COR da Pele:
Procedéncia: Natural de:

Estado Civil: ( )S ( )C ( )D ( )V Ocupacéo:

Telefone:

DATA: / / AR:

Médico:

Responsavel:;

DADOS Familiares:

NOME do pai:

CIDAde onde nasceu: RisAo:
DESCEndéncia:Materna Paterna
NOME da mae:

CIDAde onde nasceu: Pysdio:
DESCEndéncia:Materna Paterna

Tempo de doenca diagnosticada:

Historico Familiar:  AR:( )S ( )N Parentesco:

Outras D. Reumat.: ( )S ( )N Parentesco:

Manifestacdes Iniciais: ( ) Febre )(Rigidez Matinal
() Derrame Articular ( ) Ddxrticular
Articulacbes Acometidas
() Ombro ( ) Cotovelo ( ) Punho( )MCF
( )IFPM () Quadril ( ) Joelho ( )Tornozelo
( )MTF ( )IFPP Total: articulagbes

Manifestacdes Extra-articulares

( ) Pleurite ( ) Rardite

( ) Vasculite Reumatdide () Nédulos Reuritss

() Acometimento Ocular () AcometimentdrRonar
() Acometimento Renal () Amiloidose

( ) Sjogren Secundario




72

( ) Outras
Quais?

Evolucéo: Internacdes:( )S ( )N Quantas? Motivos?

ObservagbesOsteoporose? Diabetes? Depressao?

Sintomatologia Recente: ( ) Febre )(Rigidez Matinal
(Nos ultimos 10 dias) ( ) Derrame Articular () Dorrtieular
Articulacbes Acometidas
( ) Ombro ( ) Cotovelo ( ) Punho ) MCF
( )IFPM () Quadril ( ) Joelh¢ )Tornozelo

( )MTF ( )IFPP Total: articulacbes
Manifestactes Extra-articulares
( ) Pleurite () Reenidite

( ) Vasculite Reumatéide ( ) N6édulos ReurtE®

() Acometimento Ocular () Acometimento iaahar
() Acometimento Renal () Amiloidose

() Sjogren Secundéario

( ) Outras Quais?

Envolvimento Cardiovascular: ( ) HAS ( ) Doencga Coronariana
( ) Angina () IAM Prévio

( ) Revascularizacédo do Miocérdio
()

Cateterismo Preévio
Envolvimento Neurologico:( ) AVC () AIT ( ) Ateroma em Cardas
Dislipidemia: ( ) Hipercolesterolemia () Hipertriglrademia

Hist. Familiar de Doenca Cardiovascular:( )S ( )N
Parentesco:

DAS 28 =




Health Assesment Questionaire (HAQ)
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Nivel de Dificuldade

Vocé é capaz de: Sem Com Com Incapaz de
Qualquer | alguma muita fazer
1. Vestir-se, inclusive amarrar ps 0O 1 2 3
corddes do sapato e abotoar suas
roupas?
2. Lavar sua cabeca e seus cab 0 1 2 3
3. Levantar-se de maneira eretajde 0 1 2 3
uma cadeira de encosto retoe sem
braco?
4. Deita-se e levanti-se da came 0 1 2 3
5. Cortar um pedaco de car 0 1 2 3
6. Levar a boca um copo ou uma O 1 2 3
xicara cheia de café ou agua?
7. Abrir um saco de leite ccum? 0 1 2 3
8. Caminhar em lugares plan 0 1 2 3
9. Subir 5 degrau 0 1 2 3
10. Lavar e secar seu corpo apos o 0O 1 2 3
banho?
11. Tomar banho de chuvei 0 1 2 3
12. Sentar-se e levantar-se de um O 1 2 3
vaso sanitério?
13. Levantar os bracos e pegar um O 1 2 3
objeto de aproximadamente 2,5 kg
que esta posicionado pouco acima
de sua cabeca?
14. Curvar-se para pegar suas O 1 2 3
roupas no chao?
15. Segurar-se em pé no 6nibusjou O 1 2 3
no metrg?
16. Abrir potes ou vidros de 0 1 2 3
conservas que tenham sido abertos
previamente?
17. Abrir e fechar torneira 0 1 2 3
18. Fazer compras nas redondezas O 1 2 3
onde mora?
19. Entrar e sair de um 6nibi 0 1 2 3
20. Realizar tarefas tais comousara O 1 2 3
vassoura para varrer e rodo para
agua?
Escore dos Componentes:
Componente 1, perguntas 1 e 2: ior Ekscore:
Componente 2, perguntas 3 e 4: ior Etscore:
Componente 3, perguntas 5, 6 e 7: aiorMscore:

Componente 4, perguntas 8 e 9: ior Etscore:
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Componente 5, perguntas 10, 11 e 12: aiorMscore:
Componente 6, perguntas 13 e 14: ior Etscore:
Componente 7, perguntas 15 e 16: ior Ekscore:
Componente 8, perguntas 18, 19 e 20: aiorMscore:
Média Aritmétidas
Escores dos Congmbes =

Escore do HAQ:

......................................................................................................................................................

Tratamento Atual: CORTICosteroides: ( )S ( )N Qual?

Dose? Frequéncia?
METOtrexato: ( )S ( )N Dose? Frequéncia?
SULFASSALazina:( )S ( )N Dose? Frequéncia?
ANTIMALéarico: ( )S ( )N Qual?
Dose? Frequéncia?

CICLOFosfamida: ( )S ( )N Dose?
INFLIXImab: ( )S ( )N Ampolas?
ETANERcept: ( )S ( )N Ampolas?
AINE: ( )S ( )N Qual?

Frequéncia?
Frequéncia?
Frequéncia?

Dose? Frequéncia?
ANALGésicos:( )S ( )N Qual?
@8s Frequéncia?
Qutros: ( )S ( )N Quais?
Dose? Frequéncia?
Idade da MENARCA: anos MENOPAUSA:( )S ( )NlIdade: _ anos
GESTA: PARA: FASE do CicleeBrodutivo: ( )Menacme
( )Climatério

Tratamento HORMONAL Antes do Diagnostico:( )S ( )N Qual? ( )AC ( )Outro
Tratamento MEDICAMENTOSO Antes do Diagnoéstico:( )S ( )N
Quais?

......................................................................................................................................................

Histdria de Uso de DROGASAIlcool: ( )S ( )N Tipo:
Qtde? Frequéncia?

Cigarro: ( )S ( )N Cigarros/dia:
Se fumava, qual a duo&ca

Quando parou?

Drogas llicitas: ( )S ( )N Qual?
Por quanto tempo?
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS COM APOIO DO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA E GENETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ECLARECIDO

Informacdes aos participantes,

Este estudo tem como objetivo investigar aspectos da saude e genéticos
de pacientes que desenvolveram artrite reumatdide e controles saudaveis.
Para isto pedimos a colaborag&o para doar 10 ml de sangue periférico (com
anticoagulante EDTA) e para responder um questionario que dura
aproximadamente quinze minutos. O questionario e a coleta de material
serdo feitas por pessoas que fazem parte desta pesquisa e que sao
devidamente treinados para este fim.

Deixamos claro que a participagcdo dos pacientes nesta pesquisa €
voluntéria e as informacdes aqui coletadas, bem como dos resultados das
andlises genéticas serdo mantidos sob sigilo e serdo utilizados somente
pela equipe interna que faz parte desta pesquisa. Caso 0 paciente nao

queira mais participar da pesquisa, podera reaver sua amostra de DNA.

Toda a equipe agradece antecipadamente sua colaboracao e se coloca
a sua disposicdo para esclarecer quaisquer duvidas que porventura
aparecam. Caso ndo queira mais fazer parte da pesquisa, pode entrar em
contato pelo telefone (48) 3721-9804.
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu declaro que concordo em participar da pesquisa “Genética da Auto-
imunidade” na condi¢cédo de voluntario de acordo com 0s critérios expostos

no termo de consentimento livre e esclarecido:

Florianopolis,

Assinatura:

RG:




Anexo C

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA E GENETICA
LABORATORIO DE POLIMORFISMOS GENETICOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projetos de Pesquisa:
“Cancer de mama: avaliacdo de parametros informatios para
diagndstico e prognostico na populagcéo do estado 8anta Catarina”
e

“Genética da autoimunidade: polimorfismos em lupus
eritematoso sistémico e artrite reumatéide em pacientes de
Santa Catarina...”

Informacdes:
Pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina estdo

desenvolvendo projetos de pesquisa para avaliacdo de fatores
genéticos, doencas e hdbitos alimentares e pessoqis que podem estar
associados ao aparecimento do cdancer de mama e doengas
autoimunes. Para isto pedimos sua colaboragao e permissao para fazer
parte do grupo controle e para extrairmos de parte de seu material
bioldgico, uma quantia pequena de DNA (molécula que contém os
genes, que sdo as informacdes de suas caracteristicas bioldgicas). O
DNA serd analisado no laboratério para tentarmos descobrir se hd
relacdo entre alguns genes, propostos nos atuais projetos (ligados ao
metabolismo de hormdnios sexuais, de substdncias estranhas ao
organismo, relacionados ao reparo de DNA e sistema imune) e o
aparecimento destas doencas. A amostra coletada nesta ocasido
poderd ser utilizada em possiveis futuros projetos que envolvam testes
genéticos, aprovados pelo sistema CEP/CONEP, desde que receba
novamente sua autorizacdo, apds um novo contato. Deixamos claro
que sua participagdo ¢é voluntdria. A equipe agradece
antecipadamente sua colaboracdo e se coloca a sua disposicdo para
responder qualquer pergunta que vocé queira fazer, e esclarecer
quaisquer duvidas que porventura aparecam. Para isso vocé pode
telefonar para o nimero (48) 3721-9804 € conversar com a Profa. Dra.
lliada Rainha de Souza ou seus orientandos.
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Procedimentos:

Caso vocé concorde em participar, vocé ird preencher um questiondrio
para sabermos seus dados pessoaqis (como nome, endereco e telefone)
e ird assinar um termo de consentimento livre e esclarecido para que
possamos Uutilizar seus dados pessoais e material bioldgico nestas
pesquisas.

Também precisaremos tirar um pouco de sangue numa seringa.

O DNA extraido das amostras coletadas serd guardado no Laboratdrio
sob responsabilidade da coordenadora do projeto.

Entraremos em contato pelo telefone fornecido o mais breve possivel
para realizarmos um novo questiondrio de duracdo madxima de 20
minutos. Este questiondrio ird conter dados como seus hdbitos
alimentares e pessoais, histérico reprodutivo e histérico clinico, essenciais
para o desenvolvimento das pesquisas.

Riscos:

A coleta de sangue € um procedimento normal para a realizagcdo de
varios exames. O aparecimento de mancha roxa ou dor no local da
espetada da agulha podem ocorrer sem representar maiores
preocupacoes. As informacdes coletadas, bem como os resultados das
andlises genéticas serdo mantidas em sigilo e serdo utilizadas somente
pela equipe da pesquisa.

Custos:
Vocé ndo precisard pagar nada para fazer parte deste estudo.

Beneficios

Vocé ndo terd nenhum beneficio direto ao participar desta pesquisa,
mas os resultados deste estudo poderdo no futuro proporcionar novas
alternativas para prevencdo do cdncer de mama e doencas
autoimunes, e para identificacdo de pessoas que tem risco de
desenvolver essas doencas, podendo beneficiar muitas outras pessoas.

Assinaturas:

Pesquisador responsavel




Floriandpolis,__ /

Y A
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DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO

Eu, , fui
esclarecido(a) sobre as pesquisa&Cancer de mama: avaliacdo de parametros

informativos para diagnostico e prognostico na pag@o do estado de Santa Catarina”
e “Genética da autoimunidade: polimorfismos em $upritematoso sistémico e artrite
reumatdide em pacientes de Santa Catarieatoncordo que meus dados sejam

utilizados na realizacado das mesmas.

Floriandpolis,

Assinatura:

RG:
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% Universidade Federal de Santa Catarina
Centro de Ciéncias Biologicas

epartamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética - BEG
Laboratério de Polimorfismos Genéticos

C

QUESTIONARIO — GRUPO CONTROLE

IDENTIFICACAO

Data: _/ /__ Coleta: ( ) sangue

Dados Pessoais:

Nome:

Endereco:

Cidade: Telefone

Residencial:

Telefone Trabalho: Celular:

ldade: Sexo:( )M () F Data de nascimento:

Estado Civil: Tipo de

sangue:

Profissdo: Aposentado: ( ) Sim  ( JN&Go

Escolaridade: ( ) analfabeto () 1° grau incompleto
() 1° grau completo () 2° grau incompleto
() 2° grau completo () superior incompleto
( ) superior completo ( ) pbs graduacdo

Peso: Altura:

Cidade onde nasceu:




Ascendéncia:

Materna Paterna

Etnia: ( ) Euro descendente ( ) Afro descendente
() Asidtico descendente ( )Indigena descendente
Cordapele:( )negra ( )mulata ( )amarela ( ) branca

Observacado:

Dados Familiares:

Nome do pai:

Cidade onde nasceu:

Ascendéncia do pai:

Materna Paterna

Profissdo:

Nome da mae:

Cidade onde nasceu:

Descendéncia da mde:

Materna Paterna
Profissdo:

Possui Irmdos: ( ) Sim () Ndo Quantos:
Possui filhos: ( ) Sim () NGo Quantos:

Ingere BEBIDA ALCOOLICA? ( )Sim ( )N&o
Frequéncia: ( ) Todos os dias ( )JFim de semana

( ) Esporadicamente (Festas)

Quantidade (copos 200ml):

Que fipo de bebida alcodlica ingere mais frequentemente?



() Cerveja ( )Vinho ( )Cachaca ( )Outro

Que tipo de bebida alcodlica nunca ingere?

() Cerveja ( )Vinho ( )Cachaca ( )Outro

Pratica EXERCICIOS FiSICOS2 ( ) Sim  ( )N&o
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Tipo:
Quantidade: ( ) menosde 30 min ( )30min ( ) 1h ( )maisde 1 h
FreqUéncia: ( ) 1x semana () 2-3x semana ( )4-6x semana
( ) Todo os dias ( ) Menos de 1x semana
Vocé FUMA?2 ( )Sim ( ) Ndo Vocé jd FUMOU?2 ( )Sim ( ) Ndo

Tipo: ( ) Cigarro () Charuto () Cachimbo () Outro

Quantidade e FreqUéncia (n° de cigarros por
dia):

Tempo que fuma ou fumou:

H& quanto tempo parou:

Entrevistador: Data da entrevista:
/]

Nome:

Identificagao:

Histérico Hormonal e Reprodutivo

Idade da MENARCA:

MENOPAUSA: ( ) Sim ( ) Ndo ldade:
HISTERECTOMIA: ( ) Sim ( ) NGo

PARIDADE:
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N° de gestacdoes Idade da 1°

estacdo

N° de filhos ( ) nulipara N:
Abortos ( )P ()E N:

Amamentou: ( ) Sim () NGo Tempo total (meses):

TRAT. HORMONAL:

Utiliza AC2 ( )Sim ( ) NGo Ja utilizou AC2 ( )Sim ()
NG&o

Nome e tipo (oral, adesivo, injetavel) do

AC:

Tempo que usa ou Usou
AC:

H& quanto tempo
parou?
Faz TRH? ( )Sim () NGo J&afezTRH2 ( )Sim () NGo

Nome do

Hormonio:

Tempo que faz ou fez
TRH:

H& quanto tempo

parou?




