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RESUMO

LUZIETTI, L S. Associacdo do polimorfismo C1858T do gene PTPN22
com Lupus Eritematoso Sistémico em Santa Catarina, Brasil. Trabalho de
Conclusdo de Curso- Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
Floriandpolis, 2014.

Lupus Eritematoso Sistémico (LES) ¢ uma doenga autoimune cronica,
caracterizada pela presenca de autoanticorpos antinucleares que levam a
inflamagdo tecidual em multiplos 6rgdos. Fatores genéticos, ambientais
e fisioldgicos interagem para o seu desenvolvimento. Um dos genes que
pode estar envolvido no aparecimento de LES é o gene PTPN22, que
codifica a proteina Lyp, relacionada a regulacdo do sistema imune. O
SNP rs2476601 deste gene resulta na transi¢do de citosina para timina
na posicdo 1858 (C1858T), o que provoca substitui¢do do aminoacido
arginina para triptofano na posi¢do 620 (R620W) da proteina Lyp. Essa
substituicdo altera a fungdo catalitica da proteina, o que pode afetar a
resposta efetiva do sistema imunolégico. Com base nessas informagdes,
este estudo pretendeu determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do
polimorfismo rs2476601 ¢ analisar sua associagdo com a doenca em
individuos moradores do estado de Santa Catarina, Brasil. Para a
realizagdo do estudo, foram coletados sangue, do qual foi extraido DNA
para posterior genotipagem por PCR-RFLP e dados epidemioldgicos de
155 pacientes e 227 controles.. As frequéncias alélicas e genotipicas
foram obtidas e as ultimas foram testadas para o EHW. A analise
estatistica foi feita através do teste de Odds Ratio (OR), com intervalo de
confianga (IC) de 95% e limite de significancia em p< 0,05. No presente
estudo, casos e controles estdo em EHW (pcasos=0,379; Peontroles= 0,445) €
a distribuicdo dos gendtipos e alelos esta diferenciada entre casos e
controles (x’= 9,55905; p=0,008/ x’= 11,37976; p= 0,003). Foi
encontrada associa¢do da presenga do alelo T com LES (OR=2,236;
p=0,011; 1C95%= 1,189-4,221), mas ndo com os dados clinicos
estudados. O habito tabagista (OR=2,217; p=0,007; 1C95%= 1,232-
3,997), assim como o tabagismo em individuos que possuiam o alelo T
(OR=11,019; p=0,019; 1C95%= 1,301-248,790) se mostraram
associados com a doenga. Desta forma, este trabalho conclui que o SNP
rs2476601, assim como o habito tabagista, separadamente ou agrupados,
estdo associados ao desenvolvimento do LES.

Palavras chave: LES, Lyp, SNP rs2476601.



ABSTRACT

LUZIETTI L S. Association of PTPN22 gene polymorphism C/8587 with
systemic lupus erythematosus in Santa Catarina State, Brazil. Final Project -
Federal University of Santa Catarina (UFSC), Floriandpolis, 2014.

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune disease,
characterized by the existence of antinuclear autoantibodies, which
trigger tissue inflammation in multiple organs. Genetic, environmental,
and physiologic factors interact to develop the disease. One gene that
can be evolved in the onset of the disease is PTPN22 gene, which
codifies Lyp protein, strongly linked in T cell activation. The SNP
152476601 of this gene results in transition of cytosine for thymine in the
position 1858 (C1858T), causing substitution of arginine by tryptophan
aminoacid (R620W) in the Lyp protein. This substitution alters the
catalytic function of the protein, which may affect the effective response
of the immune system. Based on these knowledges, this study aimed to
determinate the allele and genotype frequencies of rs2476601
polymorphism and analyze its association with disease in individuals
living in the state of Santa Catarina, Brazil. To accomplish this study,
blood and epidemiological data were collected from 155 patients and
227 controls. DNA was extracted from blood to gene genotyping by
PCR-RFLP. Allelic and genotypic frequencies were obtained and the
last one was tested for EHW. Statistical analyzes were done by Odds
Ratio (OR) with confidence interval (CI) of 95% and threshold for
significance of p< 0.05. In this study, cases and controls are in EHW

cases— 0.379; Peontrols= 0.445) and the genotypic and allelic distribution
is dispair in cases and controls (x2= 9.55905; p=0.008/ x2= 11.37976; p=
0.003). It was found association between the T allele of C1858T
polymorphism and SLE (OR=2.236; p=0.011; IC95%=1.189- 4.221),
but not with clinical data. Smoking was associated with the disease
(OR=2.217; p=0.007; 1C95%= 1.232-3.997) as well as the presence of
the T allele of the studied polymorphism and smoking together
(OR=11.019; p=0.019; 1C95%= 1.301-248.790). Therefore, this study
concludes that the polymorphism rs2476601, likewise smoking,
separated or combined, are associated with SLE development.

Keywords: SLE, Lyp, SNP rs2476601.
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1 INTRODUCAO

1.1 SISTEMA IMUNE E TOLERANCIA IMUNOLOGICA

O sistema imune contribui para manuten¢do da homeostase do
organismo ao reconhecer antigenos e neutralizar patégenos e células
anormais através de dois mecanismos: imunidade inata e adaptativa
(LETTRE; RIOUX, 2008; MACREZ et al, 2011). A primeira
geralmente ¢ relacionada com respostas imediatas e inespecificas ¢ a
segunda, com defesa de longa duragio (GREGERSEN; BEHRENS,
2006; MACREZ et al., 2011). Enquanto que a imunidade tem como
caracteristica uma resposta inflamatéria marcada pela liberagdo de
quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias (MACREZ et al., 2011), a
imunidade adaptativa depende do reconhecimento altamente especifico
do antigeno apresentado, através dos receptores dos linfocitos T (TCR) e
B (DORIA et al., 2012).

Os linfocitos possuem uma grande diversidade de receptores de
antigenos que s@o gerados através de rearranjos genéticos (SAWANT;
VIGNALI, 2014). Estima-se que um homem adulto possua no minimo
100 milhdes de sequéncias diferentes de TCRs beta em linfocitos
imaturos (QI et al., 2014). Isso garante que os linfocitos possuam um
largo repertério contra antigenos variados (SAWANT; VIGNALI,
2014).

Em condi¢des saudaveis, os linfocitos T ¢ B s3o constantemente
apresentados a antigenos do proprio organismo e a antigenos
provenientes do meio externo, como da comida, das bactérias da flora
intestinal ¢ de constituintes do ar, contudo, ndo geram uma resposta
imune a eles. Isto acontece porque o sistema imune adquire tolerancia
imunologica através da exposi¢do prévia a estes antigenos (HADEIBA;
BUTCHER, 2013; SAWANT; VIGNALI, 2014). Para manuten¢do da
tolerancia e estabelecimento da especificidade, os linfocitos T ¢ B
passam por um processo de maturagdo e sele¢do nos orgdos linfoides
centrais, timo ¢ medula oOssea, respectivamente (GUPTA; LOUIS,
2013).

Durante a selecdo dos linfocitos T os antigenos proprios sio
apresentados por moléculas de MHC (Complexo Principal de
Histocompatibilidade, do inglés Major Histocompatibility Complex)
endogenas aos TCRs em desenvolvimento (BURN et al, 2011;
STRITESKY; JAMESON; HOGQUIST, 2012). Os linfocitos que
apresentam reatividade excessiva, ou que ndo sdo capazes de reconhecer

13
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o autoantigeno apresentado, sofrem apoptose pelo processo de selecdo
negativa. Enquanto os linfocitos T que reconhecem os autoantigenos
com afinidade moderada sdo selecionados positivamente e migram para
os oOrgdos linfoides periféricos, onde podem terminar a maturacdo
celular e se diferenciar em linfocitos T CD4+ ou T CD8+, efetores ou de
memoria (GUPTA; LOUIS, 2013).

Os linfocitos T CD4+ helper (Th) naives, por sua vez, podem se
diferenciar em outras células como nos linfécitos Th17 e nos linfocitos
T regulatorios (Treg), dependendo da ativagdo que essas células
recebem. Cada grupos de linfécitos expressa um perfil Gnico que
citocinas e possui fungdes proprias (RAPHAEL et al., 2014).

Os linfocitos Treg possuem como fungdo manter a autotolerancia e
suprimir respostas imunes. Na periferia dos orgdos linfoides, esses
linfocitos sdo capazes de inibir a fungdo das células apresentadoras de
antigeno e bloquear a ativagdo e a atividade de outros linfocitos T,
controlando células autorreativas que por ventura nio tenham sofrido a
selecdo negativa necessaria (SAWANT; VIGNALI, 2014; STRITESKY;;
JAMESON; HOGQUIST, 2012).

Os linfocitos Th-17 sdo células pro-inflamatorias produtoras de IL-
17, que por sua vez estimulam a produgdo de citocinas, proliferacdo e
recrutamento de neutr6filos, macréfagos e linfocitos (ONISHI;
GAFFEN, 2010; TOWER et al., 2013).

No processo de maturagdo e selecdo, os linfocitos B também sdo
expostos aos antigenos proprios. Aqueles que possuem afinidade
exacerbada sofrem apoptose, porém nesse caso pode ocorrer rearranjo
génico das cadeias das imunoglobulinas (GUPTA; LOUIS, 2013). Na
periferia, a tolerancia dos linfécitos B ¢ mediada por mecanismos como
delecdo clonal de linfocitos maduros com alta afinidade a autoantigenos
e inibicdo pelos linfocitos Treg (PILLAI;, MATTOO; CARIAPPA,
2011).

1.2 AUTOIMUNIDADE

Eventualmente o sistema imune pode perder a tolerdncia
imunolégica e respostas imunes nao controladas sdo dirigidas a
antigenos do proprio organismo, levando a autoimunidade (LETTRE;
RIOUX, 2008; LU, 2013). A resposta autoimune pode ser estimulada
por fatores exdgenos, como infeccdes e enddogenos, como a influéncia

14
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do background genético, estresse psicologico e disfungdes nos
linfocitos, como alta reatividade (DORIA et al., 2012).

Existem evidéncias da contribui¢cdo genética na autoimunidade. Sdo
elas: (I) associagdes de doengas autoimunes a polimorfismos de genes
que codificam moléculas relacionadas ao sistema imunologico, como
genes do complexo MHC; (II) observagdo de que a concordancia de
fenotipo ¢ significativamente maior em gémeos monozigdticos que em
gémeos dizigoticos (AMUR; PAREKH; MUMMANENIL, 2012; LU,
2013).

A concordancia incompleta em gémeos monozigbticos, no entanto,
¢ um dos indicios que fatores ndo genéticos estdo envolvidos no
desenvolvimento da autoimunidade. A variagdo observada na
prevaléncia dessas doengas, conforme a area geografica e a etnia
estudada, corrobora a presenca de contribui¢cdo de fatores ambientais na
autoimunidade (AMUR; PAREKH; MUMMANENI, 2012; POLLARD,
2012).

As doencas autoimunes podem ser classificadas de acordo com as
diferencas observadas no quadro clinico. Desta forma, sdo agrupadas em
orgao-especificas, quando acometem um tecido ou 6rgdo especifico ou
sistémicas, quando a injuria tecidual afeta multiplos 6rgdos e tecidos,
como ¢ o caso do Lupus Eritematoso Sistémico (LES) (GREGERSEN;
BEHRENS, 2006; SCHLEINITZ et al., 2010).

1.3 LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

O LES ¢ classificado como uma doenga autoimune, caracterizada
pela proliferagcdo de autoanticorpos, sendo o0s mais comuns
autoanticorpos antinucleares. A presenca desses anticorpos € a reagdo
imune presente no LES levam a inflamacdo e lesdo tecidual em
multiplos 6rgdos (BALLESTAR; ESTELLER; RICHARDSON, 2006;
REKVIG; VAN DER VLAG, 2014).

Estudos mostram que a incidéncia de LES na Europa é em torno de
4,8 novos casos por ano, para cada 100.000 habitantes, ¢ nos EUA de
2,0-7,6 novos casos por ano (KUNZ, 2013). No Brasil, estima-se que
existam 65.000 individuos com LES e no estado de Santa Catarina,
somente entre a populacdo feminina, existem aproximadamente 3.700
casos. Portanto, o LES ¢ considerado pelos reumatologistas uma doenga
relativamente comum (SBR, 2014).
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O LES pode acometer criangas (Iapus pediatrico) ou individuos com
mais de 50 anos (lapus tardio). A idade de manifestacdo da doenga pode
influenciar o curso e evolugdo da mesma. Pacientes diagnosticados com
LES antes dos 16 anos (8 a 15% dos casos) geralmente apresentam pior
prognoéstico, com maior comprometimento sistémico, relacionado
principalmente ao envolvimento renal e neuropsiquiatrico. Os pacientes
com lupus tardio (18% dos casos) apresentam uma doenga menos ativa e
com menor envolvimento sistémico (TSOKOS; GORDON; SMOLEN,
2007).

A doenga possui uma grande variagdo entre géneros, tanto na sua
presenca, como nos sintomas. Dentre os homens o tempo de diagnostico
€ menor ¢ as manifestagdes mais frequentes sdo problemas neurologicos,
renais, anemia hemolitica e hipertensdo arterial. Por outro lado, artrite e
artalgia sdo mais observadas em mulheres (GARCIA et al., 2005), grupo
no qual a doenga ¢ mais frequente, acometendo nove mulheres para cada
homem (AMUR; PAREKH; MUMMANENI, 2012).

A alta incidéncia de LES entre as mulheres ainda ndo ¢
completamente compreendida, contudo microquimerismo celular
(KREMER HOVINGA et al., 2007), a dose dupla do cromossomo X ¢ o
envolvimento de hormdnios sexuais estdo sendo estudados
(SCHWARTZMAN-MORRIS; PUTTERMAN, 2012). Niveis elevados
dos hormonios estrogenos podem estar envolvidos no desenvolvimento
de LES (LAHITA, 1999; KUNZ, 2013). Durante a idade reprodutiva e
periodo gestacional (KUNZ, 2013), os riscos de desenvolver LES séo
maiores enquanto que na pré-puberdade e menopausa, quando os niveis
hormonais estdo mais baixos, as chances de desenvolver a doenga sdo
menores (DEVLIN; COSTENBADER, 2000; SCOFIELD et al., 2010;
ALONSO-PEREZ et al., 2014).

Horménios femininos podem contribuir na quebra da homeostase
imunologica, uma vez que estrégenos mantém a sobrevivéncia dos
linfocitos B autorreativos e diminuem a regulacdo de linfocitos T em
ratos. Entretanto, o envolvimento de horménios em pacientes lupicos
ndo ¢é totalmente claro, uma vez que pacientes nos primeiros meses pos-
diagnostico (segundo e terceiro trimestre) apresentam niveis de estradiol
e progesterona mais baixos que o normal (KUNZ, 2013).

Em relagdo a base genética, ¢ proposto que a dose dupla do
cromossomo X, em mulheres, pode influenciar o desenvolvimento da
doenca (SMITH-BOUVIER ef al., 2008; MOULTON; TSOKOS, 2012).
Ratos geneticamente modificados com maiores numeros de
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cromossomos X apresentam maior severidade da doenga (TSOKOS,
2011; KUNZ, 2013) e pacientes com sindrome de Klinefelter (47,
XXY), que possuem fenétipo tipico masculino, mas dois cromossomos
X, possuem aproximadamente 14 vezes mais risco de desenvolver lupus
que homens com caridtipo normal (46, XY) (SCOFIELD et al., 2010).

1.4 PATOLOGIA DO LES

O Iupus apresenta fases remitentes e residentes e muitos 6rgados e
tecidos podem ser afetados. No principio a doenga costuma ser aguda,
com inflamacdo e vasculite, mas com o tempo torna-se cronica e
persistente (BORBA et al., 2008; AMUR; PAREKH; MUMMANENI,
2012).

O LES pode afetar praticamente todas as partes do corpo, por isso ¢
considerado sistémico. E comum o envolvimento de pele e mucosas,
fazendo com que o simbolo da doenga seja a erupgdo facial em forma de
borboleta (WALLING; SONTHEIMER, 2009), decorrente da alta
fotossensibilidade dos pacientes a radiagdo UV (BORBA et al., 2008).
No curso da doenga, os pacientes podem apresentar manifestacdes como
comprometimento pulmonar, hepatico e problemas renais, presentes em
cerca de 50% dos individuos com a doenga (BORBA et al., 2008; SBR,
2009).

Mais da metade dos pacientes de LES desenvolve leucopenia,
porém um pouco menos da metade, apresenta a mancha em forma de
borboleta. Dentre os pacientes lupicos, aproximadamente 45% possui
elevado grau de autoanticorpo anti-dsDNA. Artrite possui alta
frequéncia entre os pacientes, estando presente em 38,8% dos casos.
Trombocitopenia ¢ observada em torno de 22% dos pacientes, enquanto
que a anemia hemolitica autoimune e distirbio no sistema nervoso
central sdo vistos em aproximadamente 10% dos afetados com LES.
Problemas cardiacos afetam menos de 2%, contudo, ainda sdo
considerados um agravante da doenga (SAHEBARI et al., 2014).

O diagnostico do LES ¢ baseado nos critérios estabelecidos pelo
Colégio Americano de Reumatologia (do inglés, American College of
Rheumatology) (TSOKOS, 2011), que determina que para estabelecer o
diagnostico € necessario observar a presenca de pelo menos quatro dos
onze critérios apresentados na tabela 1 (TAN et al, 1982). Esses
critérios incluem detecgdo de anticorpos antinucleares e anti-DNA,
testes sorologicos e imunopatologicos (TAN et al., 1982). Além desses,
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testes histologicos e genéticos podem ser realizados para aumentar o

poder de discriminagdo do LES de outras doencas (ZIEMER,;
MILKOVA; KUNZ, 2014).
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Tabela 1. Critérios do American College of Rheumatology para o diagnostico
do Lupus Eritematoso Sistémico.
Critério Definicao

Eritema nas bochechas e nariz, frequentemente
na forma de asa de borboleta

Erupgdo cutanea avermelhada, elevada e em
forma de disco

Reacdo a luz solar que provoca o aparecimento
de uma erupgao ou a piora de uma existente
Ulcera Oral Feridas na boca

Dores nas articulagdes e inchagco de duas ou

Eritema (Rash) Malar
Eritema Discoide

Fotossensibilidade

il mais articulagdes (em simetria bilateral)
Inflamagdo no tecido que envolve os pulmdes

Serosite (pleurite) ou inflamag¢do das membranas que
envolvem o coracdo (pericardite)

Disturbio Renal Presenca de proteina ou matriz celular na urina

Disturbio Neurologico Convulsdes ou psicoses

Anemia (baixa contagem de células

vermelhas), leucopenia (baixa contagem de
Disturbio Hematologico células brancas), linfopenia (baixo nivel de
determinados globulos brancos) ou
trombocitopenia (baixa contagem de plaquetas)
Teste positivo para anti-DNA de dupla hélice,
anti-Sm ou anticorpos antifosfolipides
Anticorpos Antinucleares Teste positivo para anticorpo antinuclear

Distiurbio Imunolégico

Fonte: Adaptado de TAN et al. (1982).

Ao longo do curso da doenca, os individuos com LES apresentam
diversas manifestagdes clinicas. Cada paciente possui caracteristicas
distintas, de modo que o tratamento deve ser realizado de forma
individualizada e respeitando os periodos de atividade e remissdo da
doenca, pois isso ira influenciar a conduta medicamentosa (SMITH,;
GORDON, 2010; ZIEMER; MILKOVA; KUNZ, 2014). O tratamento
medicamentoso dos pacientes com LES ¢é realizado principalmente
através do uso de antimalaricos e glicocorticoides ¢ de modo geral, em
periodos de atividade sistémica da doenca, aconselha-se o repouso,
alimentagdo saudavel e uso de protetores solares (BORBA et al., 2008).

A manipulacdo celular estd sendo estudada como possivel
tratamento de LES. Terapias alternativas incluiem indugdo de delecdo de
linfocitos B, assim como reducdo na proliferacdo, diferenciacdo e funcdo
dessas células (HARVEY; GORDON, 2013; SANZ, 2014).
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1.5 ETIOLOGIA DO LES

Embora as causas do LES ndo sejam totalmente esclarecidas, sabe-
se que esta ¢ uma doenga multifatorial que envolve simultaneamente
fatores genéticos, ambientais e fisiologicos (ZIEMER; MILKOVA;
KUNZ, 2014). Assim, fatores genéticos e ambientais se unem para gerar

disfungdes fisiologicas que acarretam na doenca (Figura 1).
Fatores ambientais

H Wit iRis
h Estresse . = ﬁ
$ TR v
Fatores genéticos

Ik}enes relacionados ¢/ linf. T e B“ I Genes reguladores de [FN ]I I[Genes de reparo de DNA ]I

{ J |
! ~

[ Resposta imune alterada ]

Acumulagio de
[Libera;?ao de citosinas pro- ] compostos apoptoticos

inflamatérias
\y [Quebra de autotoleréncia]

| Autoimunidade |

Lupus Eritematoso Sistémico

Figura 1. Fatores ambientais e genéticos encaminham a resposta imune.

Fatores ambientais influenciam a atuagdo de genes que por sua vez levam a
disfungdes fisiologicas com quebra de autotolerancia, autoimunidade e
desenvolvimento de LES.

Fonte: Adaptado de SILVA et al. (2014).

1.5.1 FATORES FISIOLOGICOS, CELULARES E MOLECULARES

Sob condigoes fisiologicas, a presenga de células apoptoticas ¢
interpretada como um sinal anti-inflamatério (CRISPIN, et al., 2010).
No LES, o aumento de apoptose celular estd intimamente relacionado
com o desenvolvimento da doenca. A apoptose de linfocitos e mondcitos
permite que componentes intracelulares, incluindo compostos nucleares,
sejam expostos. Desta forma células do sistema imune podem
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reconhecé-los e digeri-los. Essa exposi¢do prolongada, em pacientes que
apresentam doenca autoimune, leva ao aumento de produgdo de
autoanticorpos e consequente inflamagdo (PARK et al., 2014) (Figura
2).

Modificagées de antigenos .

induzidas por apoptose
1

Eliminagéo insuficiente permite
a captagio de antigenos
modificados pelas APCs

Apresentagio imune :.! \ ‘\\\

Y

m

%

Deposigédo de

imuno complexos

Matura(;ao

Anti-DNA, anti-histona e
antinucleossomo

\

Anticorpos contra
antigeno modificado

Distribuigdo do epitopo
mediada por linfécitos T

2
Y

Y/ acanti 9 ico 4, MHC classell
Vi

//4 Ac antinucleossomo # Nucleossomo )' Receptor de

S= Acanti.DNA AJONA linfécitos T

ZZ Acanti-histona @ Histona

Figura 2. Hipotese para sequéncia de eventos no lapus.

Células sofrem apoptose (1) e compostos intracelulares, como nucleossomos e
DNA, sdo expostos. Em pacientes com lupus esses compostos, com antigenos
proprios, ndo sdo removidos corretamente e células apresentadoras de antigenos
(2) podem recolhé-los e apresentéd-los aos linfécitos T (3). Assim, os linfocitos
T estimulam os linfocitos B a produzirem autoanticorpos (4). Esses processos
causam inflamagdo, mostrado na figura, no rim.

Fonte: Adaptado de VAN BAVEL et al. (2010).

O alto grau de apoptose encontrado na medula 6ssea de pacientes
com LES pode gerar grande produgdo de autoanticorpos antinucleares.
A apoptose desregulada faz com que células plasmaticas da medula
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Ossea, juntamente com IL-6, produzam anticorpos anti-dsDNA, além de
aumentar o numero de células dendriticas plasmocitoides, que
reconhecem acidos nucleicos proprios e assim produzem interferon
(IFN) tipo I, levando a desregulagdo imunologica presente no LES
(PARK et al., 2014). Um pequeno desvio do funcionamento esperado
das células do sistema imune pode desencadear uma resposta
desregulada do organismo, resultando nos sintomas de LES. A
hiperatividade de linfocitos T ¢ B e a desregulagdo no funcionamento
dos linfocitos Treg e Thl7 podem ainda contribuir com a doenca
(TOWER et al., 2013).

Acredita-se que os linfocitos T direcionam o desenvolvimento da
doenca ao determinar a agdo dos autoanticorpos, pois 25% da populagdo
saudavel possui anticorpos antinucelares circulantes sem desenvolver o
LES (WANDSTRAT et al., 2006). Linfocitos T atacam os tecidos
proprios, estimulam a inflamagdo através da secrecdo de citocinas,
ativacdo de células dendriticas e linfocitos B (CRISPIN ez al., 2008;
ZHOU et al., 2009). Em comparacdo com pessoas saudaveis, pacientes
com LES apresentam maior producdo de linfocitos T CD4 e CDG6S,
mostrando que essas células podem fazer parte da imunopatogénese da
doenca (PARK et al., 2014).

Além dos linfocitos T, os linfocitos B também contribuem para a
imunopatogénese do LES, pois sdo produtores de anticorpos, inclusive
de autoanticorpos que podem desencadear a autoimunidade, sendo essas
células fonte para anticorpos presentes em pacientes com LES, como
anti-dsDNA, anticromatina e nucleossomos ¢ anti-Sm (CAPPIONE III
et al.,2005; SANZ, 2014).

Linfécitos B podem ainda cooperar com a doenca ao apresentarem
antigenos e autoantigenos aos linfécitos T e ao regularem a resposta
imune a partir de secrecdo de citosinas (ZHOU et al., 2009; TSOKOS,
2011). Em pacientes com LES linfécitos B podem apresentar
anormalidades que propiciam e aceleram a patogénese (SANZ, 2014).

A hiperatividade e desregulag@o de linfocitos T e B provavelmente
sdo influenciados por anormalidades nos linfocitos Treg, os quais
controlam essas células (HORWITZ, 2010). Desta forma os linfocitos
Treg, assim como Th-17, tém uma grande importincia na manutengéo
da tolerancia imunologia e no possivel desenvolvimento de lapus.

Estudos indicam que pacientes com LES possuem redugdo no
numero de linfocitos Treg e aumento de linfocitos Th-17 (GERLI et al.,
2009; TOWER et al., 2013). Outros estudos mostram aumento de

22



LUZIETTIL S. Introdugdo 2014

linfocitos Treg CD4+ e CD25- em pacientes lapicos, porém esses
linfocitos reguladores ndo conseguem inibir linfocitos T tdo
eficientemente como os de pessoas saudaveis. Isso ocorre porque as
células apresentadoras de antigenos (APCs) desses pacientes ndo
permitem que linfécitos Treg exergam sua fungdo apropriada e inibam a
proliferacdo de células, por meio de alta producdo de citocinas
proinflamatodrias, como IL-6, Fator de Necrose Tumoral (TNF) e IFNa
(YAN et al., 2008).

1.5.2 FATORES AMBIENTAIS

Os processos fisiologicos que acarretam o LES sdo fortemente
influenciados pela acdo de fatores externos, que tanto podem propiciar
quanto proteger o individuo do aparecimento e¢ desenvolvimento da
doenga. Sabe-se que o LES esta intimamente relacionado com forte
exposicdo a radiagdo ultravioleta, que gera fotossensibilidade nos
pacientes (KUNZ, 2013). Além disso, o uso prolongado de alguns
medicamentos, tabagismo ¢ exposi¢do a hormonios também sdo fatores
de risco a doenga (KARLSON et al., 2007, MOULTON; TSOKOS,
2012; SBR, 2014).

Estudos sugerem que fatores étnicos e socioecondmicos influenciam
na severidade e mortalidade da doenga, devido as diferengas em tempo
de diagnostico, tratamento e suporte social (PONS-ESTEL et al., 2010).
Exposi¢do a compostos e elementos quimicos como silica e mercurio
foram associados com LES (PARKS; COOPER, 2006), assim como
pesticidas e solventes, contudo esses estudos ndo sdo totalmente
conclusivos (PARKS; DE ROOS, 2014).

1.5.3 FATORES GENETICOS

A diferenga observada na taxa de concordancia da doenca entre
gémeos monozigoéticos e dizigdticos e a observagdo de que parentes em
primeiro grau de pacientes com LES tém mais chances de desenvolver a
doenga fornecem indicios da influéncia genética na predisposi¢do a
doenca (AMUR; PAREKH; MUMMANENI, 2012). Além disso,
diversos genes tém sido associados com o desenvolvimento da doenga,
mostrando a forte influencia genética no LES (REKVIG; VAN DER
VLAG, 2014).

O LES geralmente resulta dos efeitos combinados de um grande
numero de genes, a maioria destes com fungdes relacionadas a resposta
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imune (CRISPIM, et al., 2010; KUNZ, 2013) (). Cada gene ¢
responsavel por transcrever e traduzir determinadas proteinas que agem
em diferentes fungdes. Assim, alteragdes podem gerar modificagdes na
proteina, tanto com relagdo a sua composi¢do e conformagdo, quanto
considerando sua expressdo e consequente desregulagdo do sistema
imune.

Desde 1946, 140 genes foram associados com o desenvolvimento de
LES (REKVIG; VAN DER VLAG, 2014). Os fatores genéticos mais
conhecidos que contribuem com quase 15% para o surgimento do lipus
sdo os alelos dos loci HLA (ZHAI et al., 2013), além de outros genes do
complexo MHC (KUNZ, 2013). Ainda, genes como STKI/74
(FONSECA et al., 2013), genes TLRS (ENEVOLD et al., 2014), CTLA -
4 (ZHAI et al., 2013) e PTPN22 (OSTANEK et al., 2014) também
foram associados com LES.

1.6 GENE PTPN22

O gene PTPN22 (gene ID: 26191) esta associado a diversas doengas
que possuem como caracteristica a produgdo de autoanticorpos, como:
diabetes tipo 1, artrite reumatoide e LES, em populacdes asiaticas e
europeias (STANFORD; BOTTINI, 2014).

Este gene estd localizado no cromossomo 1 (1p13.3-13.1) e
codifica a proteina tirosina fosfatase (PTP), também chamada de Lyp
(do inglés, lymphoid tyrosine phosphatase). Esta proteina esta presente,
exclusivamente, em células hematopoéticas e se localiza principalmente
no citoplasma (BURN et al., 2011; VANG et al., 2007). Lyp ¢ formada
por um dominio N-terminal fosfatase e uma regido C-terminal com
muitos motivos ricos em prolina (P1-P4) (COHEN et al., 1999). Existem
3 isoformas da Lyp (Lyp1-3), sendo a isoforma Lypl a mais abundante e
bem estudada (WANG et al., 2010).

1.6.1 LYP E REGULACAO IMUNE

A principal fun¢do da Lypl ¢ regular, dentro da célula, a sinalizagdo
celular, através da remogdo de grupos fosfato dos residuos de tirosina de
proteinas (STANFORD; BOTTINI, 2014). A proteina Lyp interage com
diversas moléculas intracelulares, principalmente com a proteina
regulatoria negativa Csk (do inglés, C-terminal Src kinase) durante a
ativagdo dos linfocitos T (BURN et al., 2011).
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Lyp possui quatro motivos ricos em prolina (P1-P4) e através do
primeiro dominio (P1) se liga ao dominio de homologia Src 3 (SH3) da
Csk, gerando o complexo Lyp/Csk, que regula negativamente moléculas
responsaveis pela ativagdo dos linfocitos T, como a cinase Lck (do
inglés, lymphocyte-specific protein tyrosine kinase). O complexo
Lyp/Csk desfosforila o residuo ativatorio pY394 enquanto que Csk
fosforila o residuo pY505 da Lck, que desta forma sofre uma mudanga
conformacional ¢ formacdo de uma prega interna, a qual desativa a
proteina (Figura 3). Uma vez inativada, Lck ndo pode fosforilar os
residuos de tirosina dos motivos de ativa¢do baseados em tirosina
(ITAMs, do inglés, Immunoreceptor Tyrosyne-based Ativation Motif),
inibindo a sinalizacdo do TCR (BURN et al., 2011).

I Fosforilacdo
1 PAG
{—\ Defosforilacéo

Espago extacelular

. YsS05 Citoplasma

\

Y394

FynT

3 Lyp pYSO0S

Complexo Csk/Lyp/PAG Lck ativa Lck inativa

Figura 3. Inativacdo de LcK (4) pela proteina Lyp (3).

A proteina Lyp, pelo seu dominio rico em prolina (P1), interage com a regiao
SH3 da Csk (2), que também interage com PAG (do inglés, protein associated
with GEMS) (1) pela sua regido SH2, formando assim o complexo
Csk/Lyp/PAG. Esse complexo ¢ fosforilado e desta forma a proteina Lyp
desfosforila o residuo ativatorio pY394, e a Csk fosforila o residuo Y505 da
Lck. Assim, ocorre uma mudanga conformacional em Lck, com formagdo de
uma prega interna e consequentemente sua desativagao.

Fonte: Adaptado de BURN et al. (2011).
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Por controlar a sinalizacdo dos linfocitos T, Lyp possui fungdo
muito importante na regulacdo do sistema imune. Em relagdo ao sistema
imune adaptativo, ela inibe a ativacdo dos linfocitos T e contribui para a
sinalizagdo em diversos tipos de células, incluindo os linfocitos B. A
deficiéncia de PTPN22 pode gerar efeitos nos receptores de linfocitos B
ou no desenvolvimento dessas células em ratos. Em humanos,
polimorfismos no gene podem alterar a sinalizagdo e repertorio dos
linfécitos B. Por outro lado, no sistema imune inato, Lyp promove
seletivamente producdo de IFN tipo I pelas células mieloides, por
aumentar o padrdo de sinalizagdo de receptores (STANFORD;
BOTTINI, 2014).

Experimentos com ratos knock-down de PTPN22 e inibigao
farmacolégica do gene levam ao aumento na sinalizagdo de TCRs e
aumento no nimero e hiper-reacdo dos linfocitos CD4+ e CD8+ com
TCR ativados (HASEGAWA et al., 2004; TURNER; KANE; MOREL,
2011). Lyp exerce fung@o reguladora tanto em linfécitos T como em
linfocitos Treg (FOUSTERI et al., 2014).

Ratos com PTPN22 inativado apresentam linfocitos Treg em
nimero elevado e com maior atividade supressiva e adesiva
(BROWNLIE et al., 2012). Contudo, sobre grande ativagdo dos TCRs, a
falta de PTPN22 reduz a indugdo de Treg. Independentemente, os
estudos mostram que Lyp ¢ fundamental no processo de ativagdo dos
TCR de linfocitos Treg (FOUSTERI et al., 2014).

Por possuir papel fundamental na sinalizagdo dos linfocitos T,
mutagdes no gene PTPN22 podem gerar disfungdes na proteina e
desregulagdo imune. Contudo numerosos polimorfismos de um tunico
nucleotideo (SNP — do inglés Single Nucleotide Polymorphism) neste
gene estdo descritos, destaca-se o SNP ndo-sindnimo rs2476601 como
um fator de risco para o LES (STANFORD; BOTTINI, 2014).

1.6.2 SNP rs2476601

O SNP 152476601 resulta na transi¢ao de citosina (C) por timina (T)
no nucleotideo 1858 da regido codificadora (C1858T) do gene PTPN22.
Esse polimorfismo esta localizado no codon 620, do éxon 14, e gera, na
proteina, a substituicdo de um residuo de arginina por um de triptofano
(R620W) (BURN et al., 2011) (Figura 4). Essa regido, onde ha a troca
de aminoacido, esta localizado justamente na regido de interagdo entre
Lyp e Csk (GREGERSEN; BEHRENS, 2006). Na presen¢a do
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aminoacido variante a proteina Lyp ndo se liga a cinase Csk tdo
efetivamente ¢ a atividade enzimatica intrinseca da Lyp ¢ alterada, o que
faz com que a sinaliza¢do do TCR seja prejudicada, afetando a resposta

efetiva do sistema imunoldgico (CAO et al., 2012).
Dominio C-terminal

L. .. .. rico em prolina
Dominio catalitico  Interdominio l—pﬁ

ROVONUK—~ = 1 o000
PTPN22 PTPN22
Pré-disposicéo m_.q H O b

a PTPN22 1858C>T PTPN22 Arg620Trp

autoimunidade (rs2476601)

Figura 4. Variante C1858T do gene PTPN22.

A primeira parte da figura mostra o gene PTPN22 com a forma selvagem da
proteina (PTPN22-Lyp), a qual possui um dominio catalitico N-terminal, um
dominio intermediario e um dominio C-terminal com 4 regides ricas em prolina.
A segunda parte da figura mostra o SNP C1858T do gene PTPN22 que codifica
a proteina Lyp variante Arg620Trg, que estd associada com predisposi¢do a
autoimunidade.

Fonte: Adapado de STANFORD; BOTTINI (2014).

O efeito do polimorfismo C1858T em Lyp e, por consequéncia, na
sinalizagdo imune, é controverso. O polimorfismo pode gerar perda da
funcdo da proteina, uma vez que a mudanca na conformacdo de Lyp
preveniria a formagdo do complexo Lyp/Csk. Desta forma, a inibigdo da
sinalizagdo dos TCRs seria prejudicada (ZIKHERMAN et al., 2009) e
ocorreria uma hiperativagdo dos linfécitos T. Esta hipotese é reforcada
pelo fato de que uma correspondente murina da variante humana 620W,
a Pep619W, possui uma meia-vida diminuida (ZHANG et al., 2011).
Em contraponto, a variante 620W em Lyp poderia representar um ganho
de fungdo proteica. Foi demostrado que a variante gera uma fosfatase
mais ativa ¢ com maior efeito inibitorio na sinalizagdo dos linfocitos T
(VANG et al., 2005). A hipdtese de ganho de fungdo é apoiada pela
observacdo de que pacientes com autoimunidade que possuem esse
polimorfismo apresentaram menor atividade dos leucocitos (Figura 5)
(CAO et al., 2012).
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Figura 5. Ganho de fungo da proteina variante PTPN22 (R620W).

(A) PTPN22 (Lyp - 1) atua nas vias de sinalizag@o de cinases da familia Src (2),
através da cinase CsK e nas vias RAS (3), através da ligagdo GRB-2. (B) Ganho
de fungdo- A proteina variante PTPN22 (620W) possui uma alteragdo no local
de ligagdo a cinase CsK, impedindo a formacgdo do complexo PTPN22/Csk.
Assim, CsK nao pode se ligar na Src e inibi-la. Além disso, ela pode atuar como
antagonista e desfosforilar caudas de histonas, diminuir a ativacdo de ERK1/2 e
Spl e atuar na retencdo da sinalizagdo do RAS, o que prejudicaria a ativagdo do
linfocito.

Fonte: Adaptado de CAO et al. (2012).

Estudos mostram ainda que portadores da variante, comparados com
pessoas com a forma selvagem da proteina, apresentam menor ativagdo
dos TCRs (FIORILLO et al., 2010), e linfocitos Treg com fungdo
reduzida (FOUSTERI et al., 2014). O ganho de fungdo da proteina faria
com que os linfocitos T fossem inativados mais fortemente. Isto poderia
influenciar no processo de selecdo negativa, pois mesmo linfocitos que
possuissem afinidade exagerada com antigenos proprios passariam no
processo de selegdo no timo. A proteina Lyp com fungdo intensificada
também atrapalharia o funcionamento dos linfocitos Treg, pois estes
seriam pouco ativados e ndo combateriam os linfocitos autorreativos na
periferia dos orgaos linfoides (BOTTINI et al., 2006).

Pela Lyp ser uma molécula fundamental no processo de ativagdo
dos linfocitos e na resposta imune, a variante da proteina gerada pelo
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polimorfismo C1858T do gene PTPN22, pode acarretar em desregulacdo
do sistema imune e doengas relacionadas. A patogénese autoimune
promovida pelo SNP CI1858T deve, provavelmente, envolver a
diferenciacdo de subgrupos de linfécitos T, o repertdrio de linfocitos B e
o balango entre produgdo de citocinas imunoregulatérias e pro-
inflamatorias (STANFORD; BOTTINI, 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

Estima-se que no Brasil existam 65.000 pessoas afetadas com LES,
sendo esta uma doenga autoimune razoavelmente comum (SBR, 2014).
O LES pode afetar fisicamente e mentalmente o paciente, acarretando
prejuizo pessoal, profissional e social. Individuos com LES podem
apresentar um decréscimo da produtividade de trabalho ou total
incapacidade de exercé-lo, acarretando um consideravel custo
econdmico ao pais, devido a perda de mio de obra e gastos com os
pacientes (PANOPALIS; CLARKE; YELIN, 2012).

O LES ¢é uma doenca complexa que apresenta sintomas muito
heterogéneos. Para o estabelecimento do diagnostico sdo analisados
marcadores fisiologicos e aspectos clinicos, porém esse diagndstico
pode ser auxiliado por marcadores genéticos e assim permitir o
encaminhamento dos pacientes a tratamentos adequados, prevenindo a
evolucdo de formas graves da doenga.

O gene PTPN22 codifica a proteina Lyp, cuja funglo estd
intimamente ligada ao funcionamento do sistema imune. Esta proteina
participa da ativagdo das células T e desta forma contribui para
manutencdo da homeostase do organismo. O polimorfismo C1858T (rs
2476601) do gene PTPN22 pode interferir no funcionamento da proteina
e contribuir para o aparecimento de LES.

Trabalhos anteriores mostraram associagdo desse polimorfismo com
o desenvolvimento de LES (OROZCO et al., 2005; GOMEZ et al.,
2005; LEA; LEE, 2011; ELIOPOLUS, 2012; OSTANEK et al., 2014),
evidenciando o gene PTPN22 como um forte candidato a marcador
genético para a doenga. Porém, no Brasil ainda ndo foram publicados
trabalhos que corroborem essa associagdo. PARENTE COSTA et al.,
(2009) nao encontraram associagdo do polimorfismo com o
desenvolvimento de lupus pediatrico. Desta forma, mais estudos devem
ser realizados para averiguar se esse gene pode ser futuramente um
marcador genético para o LES.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a associagdo do polimorfismo CI1858T (R620W)
(rs2476601) do gene PTPN22 em pacientes com LES e em individuos
saudaveis, em um estudo do tipo caso-controle, no estado de Santa
Catarina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo
C1858T em amostras de pacientes com LES e individuos controles.

*  Verificar qual a associag@o estre a presenga do polimorfismo com o
desenvolvimento da doenga.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho faz parte de um projeto maior em vigéncia no
Laboratorio de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE/CCB/UFSC)
intitulado “Genética da autoimunidade: polimorfismos em Lupus
Eritematoso Sistémico e Artrite Reumatoide em pacientes de Santa
Catarina”, aprovado pelo Comité de FEtica em Seres Humanos da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH-UFSC), n°® 172/06,
prorrogado pelo oficio n® 9/CEPSH/PRPE/11 até margo de 2016. Os
voluntarios foram esclarecidos com relagdo a pesquisa e foram
assegurados quanto ao sigilo das informagdes pessoais, assinando na
sequéncia o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexos A e
B).

4.2 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

O grupo amostral do presente estudo foi constituido por 382
individuos voluntarios residentes no estado de Santa Catarina. O grupo
de casos € composto por 155 pacientes diagnosticados com LES e
atendidos no Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de Sao
Thiago (HU-UFSC), vinculado a Universidade Federal de Santa
Catarina. O grupo controle ¢ representado por 227 individuos saudaveis
sem historico de doenca autoimune pessoal e/ou familial. Casos e
controles foram pareados por grupos de idade, género e etnia baseada
em cor de pele. Os calculos para averiguacdo da homogeneidade dos
grupos foi feito por teste de Qui-quadrado usando o software Social
Science Statistics (STANGROOM, 2014).

4.3 COLETA DE DADOS E MATERIAL BIOLOGICO

Os pacientes com LES foram encaminhados pela equipe do Hospital
Universitario para a coleta de 10ml de sangue periférico. O sangue foi
mantido em tubo Vacutainer® contendo anticoagulante EDTA. Os
dados familiais e epidemioldgicos foram obtidos através da aplicacdo de
questionario (Anexo C), enquanto os dados clinicos foram extraidos dos
prontuarios médicos. Os voluntarios saudaveis também preencheram um
questiondrio para a obtengdo de dados (Anexo D).

32



LUZIETTIL S. Material e Métodos 2014

Em seguida, o sangue foi encaminhado ao LAPOGE para separagdo
de seus constituintes, extragdo do DNA e genotipagem das amostras. Os
dados familiais e epidemioldgicos do questiondrio e prontuario foram
armazenados no banco de dados do LAPOGE.

4.4 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE SANGUE E
EXTRACAO DO DNA

O sangue coletado foi centrifugado durante 20 minutos a 3.000
rotagdes por minuto (rpm) (centrifuga Fanem, Excelsa 11, modelo 206
BL) para separacdo de seus constituintes: plasma que é armazenado para
futuras pesquisas; camada de leucocitos ou buffy coat, para posterior
extragio do DNA genOmico e hemadcias. As amostras foram
armazenadas a - 20°C no LAPOGE.

A partir do buffy coat, extrai-se o DNA gendmico pela técnica de
salting-out (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988). Apos extragdo, as
amostras de DNA foram catalogadas, incluidas no banco de dados do
LAPOGE e diluidas a concentragdo de 20ug/ml, padrdo do laboratorio.

4.5 GENOTIPAGEM PTPN22

A genotipagem do SNP C/858T (rs2476601) do gene PTPN22 foi
realizada através da amplificagdo do DNA e posterior identificacdo do
polimorfismo pelo tamanho dos fragmentos gerados com o uso de
enzima de restrigdo (RFLP— do inglés Restriction fragment lenght
polimorfism).

4.5.1 AMPLIFICACAO DO DNA

O DNA foi amplificado através da técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR - do inglés Polymerase Chain Reaction) e os
oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados (Tabela 2)
amplificaram um fragmento de 326 pares de bases (WAGENLEITER et
al., 2005). Para a realizagdo da PCR foi preparado Mix com os reagentes
descritos na Tabela 3. O programa de ciclagem para amplificagdo do
gene PTPN22 no termociclador estd apresentado da Tabela 4.
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Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na
PCR para o polimorfismo rs2476601 do gene PTPN22.

Gene Sequéncia dos iniciadores Sequéncia de clivagem
Forward Primer , >
PTPN22 __5STGCCCATCCCACACTTTAT 3’ - GTVAC-3
C1858T Reverse Primer

5S’ACCTCCTGGGTTTGTACCTTA 3° 3-CAATG-S

Fonte: WAGENLEITER et al., 2005.

Tabela 3. Mix de reagentes para a PCR para o polimorfismo rs2476601 do gene
PTPN22.

Reagente Quantidade
Agua MiliQ 17,6 ul
Tamp@o 10X (200 mM de Tris-HCI, pH 8.4, 500mM KCI) 2,5ul
MgCl, (50mM) 1,0ul
dNTP (desoxinucleotideo trifosfatado) (10mM) 0,5ul
Primer Forward (15pmol/pl) 0,1pl
Primer Reverse (15pmol/pl) 0,1ul
Tag DNA Polimerase (5U/ul) 0,2 pl
DNA (20 ng/ pl). 3,0ul
Total 25,0ul

Fonte: Adaptado de WAGENLEITER et al., 2005.

Tabela 4. Programa de ciclagem da PCR para o polimorfismo rs2476601 do

gene PTPN22.
Passo Temperatura Tempo Processo
1° passo 95°C 15 minutos Pré-desnaturag@o
2° passo 94°C 1 minuto Desnaturagao
3° passo 55°C 1 minuto Pareamento dos primers
4° passo 72°C 1 minuto Extensdo da cadeia
5° passo Repeticao do 2° ao 4° passo por 34 vezes
6° passo 72°C 10 minutos Extensao final da cadeia

Fonte: adaptado de WAGENLEITER et al., 2005.
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4.5.2 DIGESTAO DAS AMOSTRAS E ELETROFORESE

Apos a reagdo de PCR foi realizada a digestdo dos produtos através
da endonuclease de restrigdo Rsal (2,5U, New England Biolabs, Inc.). O
fragmento de 326pb gerado pela PCR possui dois sitios de restrigdo
onde a endoduclease pode se acoplar e cortar o fragmento em diferentes
tamanhos. Se o fragmento possui o alelo C do polimorfismo estudado
ele é cortado em trés fragmentos menores (228, 54 e 44pb). Por outro
lado, se o fragmento possui o alelo T ele € cortado em dois fragmentos
(272 e 54pb) (WAGENLEITER et al., 2005).

Para a digestao foi utilizado 8,0ul do produto de PCR; 0,5 unidades
de endonuclease de restri¢ao; 5,0ul de agua ultra-pura e 1,5ul do tampao
da enzima (NEB 1) mantido em banho-maria a temperatura de 37°C de
um dia para outro (overnight) (WAGENLEITER et al., 2005).

Apbs o processo de digestdo, foi realizada eletroforese dos produtos
em gel de agarose 2,5%, que foram corados com Gel Red para analise
dos genotipos. Os géis foram visualizados em fotodocumentador DNR
Bio-Imaging Systems MiniBIS Proe através do software GelCapture™. O
tamanho dos fragmentos gerados foi o pardmetro utilizado para
identificar os genotipos. O gendtipo selvagem (CC) apresenta os
fragmentos de 228, 54 ¢ 44pb como produto de amplificagdo, enquanto
que o homozigoto variante (TT) possui os fragmentos de 272 e 54pb. O
genoétipo heterozigoto (CT) corresponde as bandas de 272, 228, 54 ¢
44pb (Figura 6).
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Figura 6. Genotipagem do polimorfismo rs2476601 do gene PTPN22.

Gel de agarose 2,5%. Foram aplicadas 4 amostras, sendo a de numero 4
correspondente ao produto de PCR (326pb), sem aplicacdo da enzima de
restricdo. A amostra 1 corresponde ao genotipo CC, por apresentar uma banda
de 228pb e mais uma banda, que se refere a dois fragmentos que se sobrepdem
(54 e 44pb, respectivamente), ndo sendo distinguidas no gel. As amostras 2 e 3
correspondem ao genétipo CT, por apresentarem 2 bandas (272pb e 228pb) e a
banda com os mesmos dois fragmentos de 54 e 44pb.

Fonte: LUZIETTIL S., 2014.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas de pacientes e controles foram calculadas
por contagem direta. As amostras foram analisadas a partir dos testes de
homogeneidade (Qui-quadrado de homogeneidade) e do teste de
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) através do software Genepop
(RAYMOND; ROUSSET, 1995). A verificacdo da possivel associacdo
dos gendtipos a doenga foi realizada a partir do teste Odds Ratio (OR),
com intervalo de confiang¢a (IC) de 95%, através do software EpiMax
Table Calculator (HEALTH DECISION STRATEGIES, 2013). Valores
de OR iguais a 1 significam que o fator ndo ¢ associado a doenga em
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questdo. Valores maiores do que 1 indicam maior probabilidade de
desenvolvimento a doenga, enquanto que valores menores do que 1
apontam para uma certa protecdo, conferida pelo fator estudado ou por
um outro fator ligado ao primeiro. O limite de significincia estabelecido
para todos os testes foi de p < 0,05.

4.6.1 ANALISE DE ASSOCIACAO COM MANIFESTACOES
CLINICAS

Para analise da possivel associagdo de manifestagdes clinicas com o
polimorfismo estudado, foram utilizados todos os pacientes para os
quais esses dados estivessem disponiveis no prontudrio ou no
questiondrio realizado. A sele¢do dos dados clinicos que foram
analisados se baseou na presenga destes em estudos publicados e na
quantidade de pacientes que tinham dados disponiveis para analise de
cada sintoma, sendo selecionados os sintomas com maior nimero de
dados disponiveis. Ao todo 151 pacientes possuiam dados clinicos para
determinadas manifestagdes clinicas e genotipagem disponivel.

4.6.2 ANALISE DE ASSOCIACAO EPIDEMIOLOGICA E
GENOTIPICA

Foram selecionados 127 pacientes ¢ 202 controles que possuiam
dados de histérico tabagista disponiveis no banco de dados do LAPOGE
para verificar a ocorréncia da associagdo do habito tabagista com
desenvolvimento de LES. Os individuos foram separados em 3 grupos:
1) fumantes (pelo menos 1 cigarro por més por no minimo 3 meses
consecutivos contando a data da entrevista; 2) ex-fumante (ndo fuma ha
mais de 1 ano contando a data da entrevista); 3) ndo fumantes. Foram
excluidos individuos com menos de 18 ¢ mais de 65 anos e pacientes
com menos de um ano de diagndstico (GHAUSSY et al., 2003).

Posteriormente, foram agrupados os individuos que possuiam dados
de historico tabagista disponivel e genotipagem realizada para o
polimorfismo C1858T do gene PTPN22. Os dois fatores foram
analisados em conjunto.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

O teste de homogeneidade do Qui-quadrado mostra que casos ¢
controles sdo equivalentes com relagdo aos 3 dados epidemiologicos,
género, etnia ¢ idade (Tabela 5).

Tabela 5. Classificagdo das amostras de pacientes com lipus eritematoso
sistémico (casos) e de individuos sem a doenga (controles) quanto a distribuigdo
de género, etnia, e a idade média dos individuos amostrados. Os valores de p
foram obtidos através de testes de homogeneidade entre as duas amostras para
tais parametros.

Dados Epidemiolégicos Casos Controles Grau de
n=155 (%) n= 227 (%) confianca
Género
Feminino 150 (96,77%) 213 (93,83%) ~0.194
Masculino 5(3,23%) 14 (6,17%) P~
Etnia
Eurodescendente 127 (81,94%) 187 (82,40%)
Afrodescendente 23 (14,84%) 29 (12,76%) p=0,648
Amerindiodescendente 5(3,22%) 11 (4,84%)
Idade
(Média + SD) 37,83 £12,05 39,99 £ 14,66 -

n: numero amostral; %: porcentagem; Média: idade média de cada amostra, em
anos; SD: desvio padrao da média; p=probabilidade do teste qui-quadrado.

As amostras de casos e controles mostram-se homogéneas quanto a
distribui¢do em género (X2=1,686, p=0,194), sendo o sexo feminino
prevalente em casos e controles. Quanto a distribui¢do étnica, os dois
grupos (casos e controles) sdo homogéneos (X2=O,867, p=0,648) ¢ sdo
considerados triibridos, sendo o componente europeu o mais frequente.
A idade média dos grupos € equivalente, pois o desvio padrdo das idades
médias se sobrepde. Assim, infere-se que os grupos possuem a mesma
proporg¢do estatistica para gé€nero, etnia ¢ idade média. (CALLEGARI-
JACQUES, 2003). A uniformidade entre os dois grandes grupos oferece
maior confiabilidade para que casos e controles sejam geneticamente
comparados, ¢ desta forma, analisar se a presenca do polimorfismo
rs2476601 confere predisposi¢do ao desenvolvimento do LES.

5.2 ANALISES ESTATISTICAS
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5.2.1 EQUILiBRIO DE HARDY-WEINBERG

Em casos e controles, as distribuicdes das frequéncias do
polimorfismo C1858T do gene PTPN22 estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg (pcasos: 0,379; Pcontroles— 09445)

5.2.2 FREQUENCIAS ALELICAS, GENOTIPICAS E ANALISES DE
ASSOCIACAO COM LES

A Tabela 6 mostra as frequéncias genotipicas e alélicas para o
polimorfismo C1858T do gene PTPN22 em casos e controles ¢ a
diferenciacdo nas suas distribuigdes em cada grupo.

Tabela 6. Distribui¢do das frequéncias genotipicas e alélicas para o
polimorfismo C1858T do gene PTPN22 em pacientes e controles do estado de
Santa Catarina.

Cz(ig/(:; n Controles n (%) D
Genotipos
TT 3 (1,94%) 1 (0,44%)
TC 27 (17,41%) 21 (9,25%) 0,008%*
CC 125 (80,65%) 205 (90,31%)
Total 155 227
Alelos
T 33 (10,65%) 23 (5,07%) 0.003*
C 277 (89,35%) 431 (94,93%) ’
Total 310 454

n: nimero amostral; p: probabilidade. * =p < 0,05

As diferengas encontradas na distribui¢do dos gendtipos e dos alelos
entre casos e controles mostram-se significativas (X2= 9,55905, p=0,008
e X2: 11,37976, p= 0,003, respectivamente), indicando que casos e
controles possuem diferencas na distribuigdo dos gendtipos e alelos e
que o polimorfismo nd3o esta equilibrado entro os dois grupos.
Resultados equivalentes foram encontrados por Reddy et al. (2005)
(alelos: x> = 11,2895; p=0,0007/ gendtipos: x’= 10,2243; p= 0,0013)
(REDDY et al., 2005).

Os calculos de associag@o (OR) estdo presentes na Tabela 7.
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Tabela 7. Calculos de associagdo (OR), valores de p e intervalo de confianga
(IC, 95%) para casos e controles em relagdo a presenca ou auséncia do alelo T
do polimorfismo C1858T do gene PTPN22.

Casos Controles

n (%) n (%) OR P IC
Presenca de T
X auséncia
TT + TC 30 (19,0%) 22 (9,7%) " 1,189-
CC 125 (81,0%) 205 (90,3%) 2,236 0,011 4,221
Total 155 227
Gendtipos
CTx CC
CT 27 (17,8%) 21 (9,3%) % 1,097-
CC 125 (82,2%) 205 (90,7%) 2,109 0,023 4,064
Total 152 226
Gendtipos
TT x CC
TT 3(2,3%) 1 (0,5%) 0,452-
CC 125 (97,7%) 205 (99,5%) 4920 0,317 121,975
Total 128 206

n: nimero amostral; OR: Odds Ratio; 1C: intervalo de confianga; p:
probabilidade. * =p < 0,05.

No atual estudo, a presen¢a do alelo T do polimorfismo rs2476601
do gene PTPN22 mostra-se associada com o desenvolvimento de LES
(OR=2,236; p=0,011; 1C95%=1,189- 4,221). Esse resultado ¢
consistente com estudos prévios realizados em outros paises como
Espanha (OROZCO et al., 2005), Grécia (ELIOPOLUS, 2012), Polonia
(OSTANEK et al., 2014) e Colombia (GOMEZ et al., 2005), assim
como estudos de meta-analise em diferentes populacdes (LEA; LEE,
2011). Contudo, um estudo realizado no Brasil com lupus pediatrico ndo
encontrou associacdo deste polimorfismo com a doenga, ndo
concordando com os resultados do presente estudo (PARENTE COSTA
et al, 2009). A ndo significancia desses resultados pode ter sido
ocasionada pelo tamanho amostral do trabalho anterior (58 casos e 111
controles).

Um estudo realizado nos Estados Unidos também mostrou
associagdo do polimorfismo com LES, porém, diferentemente do
presente trabalho, os grupos étnicos foram analisados separadamente. A
etnia foi estabelecida por autodenominagdo e cada grupo foi analisado
para ocorréncia de possiveis associagcdes com polimorfismos do gene
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PTPN22. O trabalho encontrou intensa associacdo do polimorfismo
rs2476601 com LES em individuos eurodescendentes (OR=1,40; p=
4,7x10'9), mas n3o em individuos hispanicodescendentes (OR=1,2;
p=0,1988). Em asiaticos e afrodescendentes o polimorfismo se mostrou
equilibrado entre pacientes e controles (NAMJOU et al., 2013). Em
nosso trabalho, todas as etnias foram agrupadas em uma {inica amostra ¢
apresentam frequéncias diferentes tanto em casos como em controles
(Tabela 5). A grande maioria dos individuos amostrados (n=214; 82,2%)
¢ eurodescendente, o que pode ter influenciado a associagdo encontrada
no presente estudo, ja que diferentes grupos geograficos (etnias)
respondem diferentemente a suscetibilidade do gene a doenga
(KAWASAKI et al., 2006) e o grupo de eurodescendentes parece ser o
mais suscetivel (LEA; LEE, 2011).

Excluindo individuos homozigotos TT e¢ comparando aqueles de
genotipo CT com os de gendtipo CC (modelo de comparagdo de
heterozigoto), os resultados mostram que o gendtipo heterozigoto CT
confere o dobro de chance do individuo de desenvolver LES (OR=
2,109; p=0,023; IC95%= 1,097-4,064). Esta associagdo significativa
apoia resultados encontrados em outros estudos com o gene PTPN22
(KAUFMAN et al., 2006; REDDY et al., 2005), mesmo naqueles com
pequeno namero amostral (40 casos ¢ 20 controles), indicando que o
alelo T do polimorfismo, mesmo em dose simples, pode estar envolvido
no surgimento da doenga (MOEZ; SOLIMAN, 2012).A associacdo da
presenga do alelo T do polimorfismo rs2476601 do gene PTPN22 com
LES neste e em outros trabalhos (LEE et al., 2007; VANG et al., 2007;
BURN et al., 2011) é um grande indicio da importancia deste gene para
a manutencdo da homeostase do sistema imune. O gene PTPN22 possui
fun¢do essencial para a regulacdo dos linfocitos T e do sistema
imunologico, desta forma, o polimorfismo rs2476601, que promove uma
diferenciacdo na proteina Lyp, pode contribuir para o desenvolvimento
de LES e outras doengas autoimunes (CHUNG et al., 2011; OSTANEK
etal.,2014; STANFORD; BOTTINI, 2014).

Excluindo individuos heterozigotos e comparando casos e controles
de genotipos TT e CC, ndo ¢é encontrada associacdo entre o gendtipo TT
com o desenvolvimento de LES (OR= 4,920; p=0,317; 1C95%= 0,452-
121,975). A falta de associagdo encontrada pode ter sido ocasionada
pelo tamanho amostral pequeno de individuos com o gendtipo TT
(Ncasos=3, Neontroles=1 ), ja que os resultados anteriores mostram associacao
do alelo T com LES.
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Associacdes deste polimorfismo foram encontradas com artrite
reumatoide (SALAMA et al., 2014), diabetes tipo I (DONG et al., 2014)
e doenga de Graves (ZHEBRUN et al., 2011). Outros polimorfismos do
mesmo gene também foram associados com doengas autoimunes, como
o polimorfismo 1s2488457 que foi associado com espondilite
anquilosante (HUANG et al., 2014) e Vogt-Koyanai-Hrada (ZHANG et
al., 2014), e o polimorfismo rs3765598, associado com LES (NAMJOU
et al., 2013). Na Tabela 8, sdo apontados artigos com estudos de
associagdo de polimorfismos do gene PTPN22 com doencgas autoimunes,
que contribuiram para a revisdo tedrica deste trabalho.
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Tabela 8. Revisdo de estudos de associagcdo com polimorfismo do gene PTPN22 com doengas autoimunes.

Numero amostral

Local do estudo (casos/controles)

Autor (ano) Polimorfismo Doenca

Trabalhos onde foi encontrada associacio de polimorfismos do gene PTPN22 com doencas autoimunes

HUANG et al. (2014) rs2488457 Espongilite anquilosante Taiwan 391/ 391
ZHANG et al. (2014) rs2488457 Vogt-Koyanagi-Harada China 1005/2010
SALAMA et al. (2014) rs2476601* Artrite reumatoide Egito 112/122
. . o Meta-analise
*
DONG et al. (2014) 1s2476601 Diabetes tipo | Europa e Asia (1088/4079)
OSTANEK et al. (2014) rs2476601* LES Poldnia 135/201
rs2476601* LES EUA (ed)*' 3936/3491
NAMIJOU et al. (2013) rs1217414 LES EUA (ed) 3936/3491
rs3765598 LES EUA (hd)** 1492/807
ELIOPOLUS (2011) rs2476601* LES Grécia 328/427
MOEZ; SOLIMAN (2012) rs2476601* LES Egito 40/20
rs2476601* Diabetes tipo 1 Russia 150/200
ZHEBRUN et al. (2011) Doenga de Graves Russia 171/200
Europa (ed, hd, Meta-analise
. *
LEA; LEE (2011) 1s2476601 LES ad)*l,zg (7196/12978)
St(?zll) IESH;EZ‘ROD RIGUEZ 1$2476601% Artrite reumatoide Europa 5579/5392
r$33996649 Artrite reumatoide Europa 5579/5392
ggggT)ENBADER et al rs2476601* Artrite reumatoide Europa 437/437
MAIJORCZYK et al. (2007) rs2476601* Artrite reumatoide Poldnia 173/543
KAUFMAN et al. (2006) rs2476601* LES EUA 1680/1467
OROZCO et al. (2005) rs2476601* LES Espanha 338/1036
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Numero amostral

Autor (ano) Polimorfismo Doenca Local do estudo
(casos/controles)
Trabalhos onde foi encontrada associacdo de polimorfismos do gene PTPN22 com doencas autoimunes
REDDY et al. (2005) 1s2476601* LES Suécia 571/1041
GOMEZ et al. (2005) 1s2476601* LES Colombia 143/308
Sindrome de Sjogrens Colombia 70/308
Diabetes tipo 1 Colombia 110/308
Trabalhos onde nio foi encontrada associacio de polimorfismos do gene PTPN22 com doencas autoimunes
ZHANG et al. (2014) rs2488457 Espongilite anquilosante China 302/2010
rs1310182 Vogt-Koyanagi-Harada China 1005/2010
Espongilite anquilosante China 302/2010
rs3789604 Vogt-Koyanagi-Harada China 1005/2010
Espongilite anquilosante China 302/2010
NAMIOU et al. (2013) 1s2476601* LES EUA (ad) 1527/1811
rs3765598 LES EUA (ad) 1527/1811
ELIOPOLUS (2011) rs2476601* Artrite reumatoide Grécia 378/430
ZHEBRUN et al. (2011) rs2476601* Artrite reumatoide Russia 121/200
ZERVOU et al. (2011) 1s2476601* LES Turquia 158/155
CHABCHOUB et al. (2009) rs2476601* Artrite reumatoide Tunisia 150/236
D. autoimune da tireoide Tunisia 204/236
PARENTE = COSTA et al. 13476601 * LES Brasil 58/111
(2009)
Euro- 2689 individuos
WU et al. (2005) rs2476601* LES descendente (estudo familial)
GOMEZ et al. (2005) rs2476601* Artrite reumatoide Colombia 298/308

* 152476601 polimorfismo estudado no presente trabalho; ed: euro-descendente; hd: hispanico-descendente; ad: afrodescendente.
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Dentre os varios polimorfismos do gene, o polimorfismo rs2476601,
analisado neste trabalho, é o mais bem estudado e associado com
doencas autoimunes ¢ LES (KAWASAKI et al., 2006; NAMIOU et al.,
2013). Porém, nem todos os estudos mostram associa¢do do mesmo com
a doenga (WU et al., 2005; ZERVOU et al., 2011). Esta disparidade de
resultados pode se dever a variagdo da frequéncia do polimorfismo, que
¢ mais frequente em europeus e hispanicos e menos frequente em
africanos e afrodescendentes (CHABCHOUB et al., 2009; LEA; LEE,
2011), assim como a diferenca na incidéncia de lapus entre algumas
etnias, sendo mais presente em africanos (KUNZ, 2013). Os diferentes
resultados também podem ter sofrido influéncia dos desenhos amostrais
dos estudos. Kaufman et al. (2006) propde que o alelo T do
polimorfismo esteja fortemente associado com lapus familial, mas ndo
com lupus esporadico. Entretanto, tanto o presente quanto estudos
anteriores (LEA; LEE, 2011; OSTANEK ef al., 2014) ndo apoiam essa
hipotese, ja que foi encontrada associagdo do polimorfismo em lupus
esporadico.

5.2.3 FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ANALISES DE
ASSOCIACOES SINTOMATICAS

Os sintomas com maior quantidade de dados disponiveis, que foram
utilizados para fazer as andlises epidemiologicas com o polimorfismo
foram: nefrite, anemia, leucopenia, trombocitopenia e artrite. As analises
estatisticas das manifestagoes clinicas e dos genotipos dos pacientes sdo
mostradas na Tabela 9.
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Tabela 9. Célculos de associagdo (OR), valores de p e intervalo de confianga
(IC, 95%) para pacientes com ou sem diferentes manifestacdes clinicas em
relagdo a presencga ou auséncia do alelo T do polimorfismo C1858T do gene
PTPN22.

. ~ - Genétipo
Mamfes::z;lose; clinicas CT+TT cC OR P IC

n (%) n (%)

Nefrite

Pai:lentes com nefrite 9 (%) 54 (%)

(n=63) 0605 0354 023%

Pacientes sem nefrite o o ’ ’ 1,554

(n=88) 19 (%) 69 (%)

Anemia

Pa:cwntes com anemia 10 (%) 48 (%)

(n=58) 0868 0913 233

Zitzc;fgt;tes sem anemia 18 (%) 75 (%) 2,195

Leucopenia

Pazcwntes com leucopenia 4 (%) 26 (%)

(n=30) 0622 0577 %166

fﬁ:lleznlt)es sem leucopenia 24 (%) 97 (%) 2,124

Trombocitopenia

Pacientes com N N

trombocitopenia (n=22) 4 (%) 18 (%) 0972 1.000 0,252-

Pacientes sem 24 (%) 105 (8%) ’ ’ 3,445

trombocitopenia (n=129) ’ °

Artrite

Pai:lentes com artrite 20 (%) 92 (%)

(n=112) 0842 0898 3l

Pacientes sem artrite o o ’ ’ 2,328

(n=39) 8 (%) 31 (%)

n: numero amostral; OR: Odds Ratio; IC: intervalo de confianga; p:
probabilidade.

Dentre todos os sintomas analisados, nenhum apresenta associagdo
significativa com o polimorfismo (valores de p > 0,05). Esses resultados
sd0 consistentes com trabalhos prévios que também ndo encontraram
associagdes significativas do polimorfismo com sintomas de LES, como
nefrite (OROZCO et al, 2005), artrite (OSTANEK et al., 2014),
autoanticorpos antinucleares (MOEZ; SOLIMAN, 2012), anti-DNA,
leucopenia, trombocitopenia e linfopenia (OSTANEK et al., 2014).
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Por outro lado, Moez & Soliman (2012) mostraram associagdo do
genotipo CT com envolvimento renal em pacientes com LES (CC n=19;
CT n =21; OR = 4,4, p= 0,028; 1C95% = 1,13-16,95), mesmo com um
nimero amostral ndo muito alto. Envolvimento renal ¢, assim, a
manifestacdo clinica mais bem associada com o polimorfismo em
pacientes de LES (REDDY et al., 2005; MOEZ; SOLIMAN, 2012;
SILVA et al., 2014). Outros estudos também mostram associagdes com
outras manifestagdes, como presenca de anticorpos anti-fosfolipidios
(CC n=81; CT+TT n=54; p=0,03; IC95% = 1,07-4,44) (OSTANEK et
al., 2014) e desenvolvimento de doenca autoimune da tireoide (C n =
90; n T= 18; OR=2,16; p= 0,008; 1C95% = 1,25-3,72) (WU et al., 2005)
com o polimorfismo.

Da mesma forma que o alelo T do polimorfismo C1858T do gene
PTPN22 deve estar associado com o desenvolvimento de LES, este pode
influenciar na progressdo e gravidade da doenga, favorecendo alguns
sintomas (MOEZ; SOLIMAN, 2012; SILVA et al., 2014). Porém, em
concordancia com trabalhos prévios (OROZCO et al., 2005; OSTANEK
et al., 2014), os resultados do presente estudo mostram que ndo ha
associacdo do mesmo com manifesta¢des clinicas. A falta de associagdo
pode-se ser devida a baixa frequéncia dos alelos e a0 pequeno niimero
amostral. Desta forma, mais trabalhos, com maior nimero amostral,
podem ser feitos para verificar o envolvimento do alelo com a gravidade
da doenga e desenvolvimento de sintomas caracteristicos.

5.2.4 ANALISE DE ASSOCIACAO EPIDEMIOLOGICA

Em relag@o ao historico tabagista, 127 pacientes e 202 controles os
quais possuiam dados de histdrico tabagista disponiveis. As frequéncias
deste dado epidemiolégico e os calculos de associagdo sdo mostrados na
Tabela 10.
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Tabela 10. Calculos de associagdo (OR), valores de p e intervalo de confianga
(IC, 95%) para casos e controles em relacdo ao habito tabagista.

Habito Casos Controles
tabagista n (%) n (%) OR p 1€
Fumante 39 (33,3%) 30 (18,4%) " 1,232-
Nao fumante 78 (66,7%) 133 (81,6%) 2,217 0,007 3,997
Total 117 163
Fumante + o N
Ex-fumante 49 (38,6%) 69 (34,2%) 1,211 0,486 01’7947‘:)-

Nio fumante 78 (61,4%) 133 (65,8%)
Total 127 202

n: numero amostral; OR: Odds Ratio; IC: intervalo de confianga; p:
probabilidade. * = p < 0,05.

Na comparacdo de fumantes com pessoas que nunca fumaram, o
habito tabagista dobra a chance do individuo desenvolver LES
(OR=2,217; p=0,007; 1C95%= 1,232-3,997). Este resultado concorda
com estudos prévios que ja encontraram associagdo do fumo com LES
(COSTENBADER et al, 2004, KIYOHARA et al, 2012
TAKVORIAN; MEROLA; COSTENBADER, 2014), embora alguns
trabalhos ndo tenham encontrado esta associagdo (BENGTSSON et al.,
2002; FORMICA et al., 2003).

Ao agrupar as classes de fumantes e ex-fumantes, o habito tabagista
ndo mostra favorecer o desenvolvimento de LES (OR=1,211; p=0,486;
1C95%= 0,744-1,970). Em trabalhos prévios, foi observado que pessoas
que pararam de fumar t€ém menos chance de desenvolver a doenga que
atuais fumantes (MAK; TAY, 2014; TAKVORIAN; MEROLA;
COSTENBADER, 2014) ou que ex-fumantes ndo sdo associados a
doenca (COSTENBADER et al, 2004), corcordando com nossos
resultados.

E conhecido que fatores ambientais, incluindo o cigarro, contribuem
no desenvolvimento de LES (KUNZ, 2013). O cigarro possui
substancias toxicas que podem desregular ou desencadear as respostas
imunes do organismo (MAK; TAY, 2014).

52.5 ANALISE DE ASSOCIACAO EPIDEMIOLOGICA E
GENOTIPICA

Ao selecionar individuos que possuiam dados de histdrico tabagista

e genotipagem do polimorfismo rs2476601 disponiveis, 97 pacientes e
117 controles foram analisados. As frequéncias de fumantes com
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presenca do alelo T, fumantes sem o alelo T, ndo fumantes com
presenca do alelo T e de ndo fumantes sem o alelo T, assim como os
calculos de associacdo, sdo mostrados na Tabela 11.

Tabela 11. Calculos de associagdo (OR), valores de p e intervalo de confianca
(IC, 95%) para casos e controles em relacdo ao habito tabagista e a presenca ou
auséncia do alelo T do polimorfismo C1858T do gene PTPN22.

Tabagismo +

Genbtipo Casosn Controles n OR pr IC
Fumante 7 1
(TT+CT)

0,544-

Fumante (CC) 24 16 5,333 0,221 125,021
Nao fumante 0,837-
(TT+CT) 12 15 8,750 0,081 213.429
Nao fumante " 1,301-
(CC) 54 85 11,019 0,019 248,790
Total 97 117

n: numero amostral; OR: Odds Ratio; IC: intervalo de confianga; p:
probabilidade. * = p < 0,05.

Quando o habito tabagista é analisado juntamente com os genotipos,
pode-se notar que individuos que fumam e possuem o alelo T do
polimorfismo 152476601 do gene PTPN22 possuem uma chance muito
maior de desenvolver a doenga, se comparados com pessoas que nunca
fumaram e possuem o alelo C do polimorfismo (OR=11,019; p=0,019;
1C95%= 1,301-248,790). Quando foi analisado apenas o gendtipo,
individuos que possuiam o alelo T do polimorfismo apresentaram o
dobro de chance de desenvolver LES (OR=2,236; p=0,011), assim como
quando foi analisado somente o habito tabagista (OR=2,217; p=0,007).
Porem quando unimos os dois fatores a chance de desenvolver a doenca
sobe para mais de 10 vezes e o intervalo de confianca apresenta uma
amplitude muito grande, o que significa que existe uma grande
probabilidade desses resultados serem repetidos e que eles possuem alta
confiabilidade.

Esses resultados corroboram com a ideia de que o desenvolvimento
de LES possui influéncias genéticas e ambientais, pois nenhum dos dois
fatores sozinho ¢ suficiente para causar o lupus. A atuacdo de fatores
externos, como o habito tabagista, aumenta a chance de individuos
geneticamente pré-dispostos ao LES, desenvolvam a doenga LES
(MAK; TAY, 2014).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se concluir, com base nos resultados obtidos neste estudo que:

Lupus eritematoso sistémico (LES) é associado com a presenga do
alelo T do polimorfismo C1858T do gene PTPN22 (1s2476601) na
populacdo de Santa Catarina, Brasil.

O polimorfismo 152476601 ndo mostrou associagdo com o0
desenvolvimento de manifestagdes clinicas de LES, tais como: nefrite,
anemia, leucopenia, trombocitopenia e artrite.

O hébito tabagista mostrou associagdo com o desenvolvimento de
LES.

A presenca do alelo T do polimorfismo rs2476601 juntamente com o
habito tabagista se mostraram associados ao desenvolvimento de LES.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados desse estudo mostraram associagdo do habito
tabagista com LES, assim como associagdo do polimorfismo rs246601
do gene PTPN22 com a doenga, porém ndo com suas manifestagdes
clinicas. Esses resultados concordaram com trabalhos prévios, porém
vdo de encontro a outros resultados encontrados no Brasil. Os fatores
que levam essas discrepancias, como a diversidade étnica entre as
populacdes dos estudos, devem ser levados em consideragdo. Além
disso, outros estudos de associagdo entre o polimorfismo, LES e suas
manifestacdes clinicas devem ser realizados para um melhor
entendimento do envolvimento do gene PTPN22 no aparecimento e
gravidade da doenga. Desta forma este gene pode passar a ser ou ndo
estabelecido como um marcador genético para a doenga ajudando no
diagnostico e prevencdo e melhorando a qualidade de vida de pacientes.
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ANEXOS
ANEXO A - Termo De Consentimento Livre E Esclarecido pacientes

_ 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 saide e genéticos de
pacientes que desenvolveram lipus eritematoso sist€mico e controles saudaveis. Para isto
pedimos a colaboragido para doar 10 ml de sangue periférico (com anticoagulante EDTA)
e para responder um questiondrio que dura aproximadamente quinze minutos. O
questionario e a coleta de material serdo feitas por pessoas que fazem parte desta pesquisa
e que sdo devidamente treinados para este fim.

Deixamos claro que a participagdo dos pacientes nesta pesquisa ¢ voluntaria e as
informagdes aqui coletadas, bem como dos resultados das andlises genéticas serdao
mantidos sob sigilo e serdo utilizados somente pela equipe interna que faz parte desta
pesquisa. Caso o paciente ndo queira mais participar da pesquisa, podera reaver sua
amostra de DNA.

Toda a equipe agradece antecipadamente sua colaboracdo e se coloca a sua

disposi¢do para esclarecer quaisquer dividas que porventura aparegam. 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 condic@o de voluntario de acordo com os critérios expostos no termo

de consentimento livre e esclarecido:

Florianopolis,  / /

Assinatura:

RG:
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido individuos
controles.

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: avalia¢iio de parimetros informativos para
diagnostico e prognéstico na populacio do estado de Santa Catarina”
e
“Genética da autoimunidade: polimorfismos em lipus eritematoso
sisté mico e artrite renamatéide em pacientes de Santa Catarina...”

Informagées:

Pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina estdo desenvolvendo projetos
de pesquisa para avaliacdo de fatores genéticos, doengas e habitos alimentares e
pessoais que podem estar associados ao aparecimento do cincer de mama e doencas
autoimunes. Para isto pedimos sua colaborac¢io e permissdo para fazer parte do grupo
controle e para extrairmos de parte de seu material biologico, uma quantia pequena de
DNA (molécula que contém os genes, que sdo as informagdes de suas caracteristicas
biologicas). O DNA sera analisado no laboratorio para tentarmos descobrir se ha relagdo
entre alguns genes, propostos nos atuais projetos (ligados ao metabolismo de horménios
sexuais, de substdncias estranhas ao organismo, relacionados ao reparo de DNA e
sistema imune) e o aparecimento destas doengas. A amostra coletada nesta ocasido
podera ser utilizada em possiveis futuros projetos que envolvam testes genéticos,
aprovados pelo sistema CEP/CONEP, desde que receba novamente sua autorizagdo,
apds um novo contato. Deixamos claro que sua participacio é voluntiria. A equipe
agradece antecipadamente sua colaboragdo e se coloca a sua disposi¢do para responder
qualquer pergunta que vocé queira fazer, e esclarecer quaisquer duvidas que porventura
aparegam. Para isso vocé pode telefonar para o nimero (48) 3721-9804 e conversar com
a Profa. Dra. Iliada Rainha de Souza ou seus orientandos.

Procedimentos:

Caso vocé concorde em participar, vocé ird preencher um questionario para sabermos
seus dados pessoais (como nome, enderego e telefone) e ira assinar um termo de
consentimento livre e esclarecido para que possamos utilizar seus dados pessoais e
material biologico nestas pesquisas.

Também precisaremos tirar um pouco de sangue numa seringa.

O DNA extraido das amostras coletadas sera guardado no Laboratorio sob
responsabilidade da coordenadora do projeto.

Entraremos em contato pelo telefone fornecido o mais breve possivel para realizarmos
um novo questionario de duragdo maxima de 20 minutos. Este questionario ird conter
dados como seus habitos alimentares e pessoais, historico reprodutivo e historico
clinico, essenciais para o desenvolvimento das pesquisas.
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Riscos:

A coleta de sangue ¢ um procedimento normal para a realizagdo de véarios exames. O
aparecimento de mancha roxa ou dor no local da espetada da agulha podem ocorrer sem
representar maiores preocupagdes. As informagdes coletadas, bem como os resultados
das analises genéticas serdo mantidas em sigilo e serfio utilizadas somente pela equipe
da pesquisa.

Custos:
Vocé nao precisara 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 prevengdo do
cancer de mama e doengas autoimunes, e para identificagdo de pessoas que tem risco de
desenvolver essas doengas, podendo beneficiar muitas outras pessoas.

Assinaturas:

Pesquisador responsavel

Florianépolis, / /

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu, s fui

esclarecido(a) sobre as pesquisas “Cancer de mama: avaliagdo de pardmetros
informativos para diagndstico e progndstico na populagdo do estado de Santa Catarina”
e “Genética da autoimunidade: polimorfismos em lupus eritematoso sistémico e artrite
reumatdide em pacientes de Santa Catarina”, e concordo que meus dados sejam

utilizados na realizacio das mesmas.

Florianopolis,

Assinatura:

RG:
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ANEXO C - Questiondrio pacientes

Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Molecular, Embriologia e Genética/CCB

Depart

to de Clinica Médi

/CCS

Analise de Polimorfismos Génicos em Pacientes com Liipus Eritematoso Sistémico

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

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

Telefone: Data de nascimento: __ /  /
DATA: _ /  / LUP:

Médico:

Entrevistador:

DADOS Familiares:

NOME do pai:

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

CIDAde onde nasceu: Profissao:
DESCEndéncia: Materna Paterna

TEMPO de doenca diagnosticada:
HISTéria FAMiliar: Lupus: ( )S ( )N Parentesco:

2014

Outras D. Reumat.: ( )S ( )N Parentesco:
MANIFestacdes INICiais: () Febre

(

(
(
(
(
(
(

) Fenémeno de Raynaud
) Rash Discoéide

) Artrite

) Ulcera oral ou nasal

) Distarbio Renal

) Disttrbio Hematologico

) Vasculite

() Alopécia

() Rash Malar

() Fadiga

() Fotossensibilidade
() Serosite

() Distarbio Neurologico

() Hipertensdo Arterial

() Outras. Quais?
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Evolucao: INTERNagées: ( )S ( )N Quantas?
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Motivos?

MANIFestacoes ASSOCiadas: ( )S (

N Quais?

SOBREPosi¢io com alguma

outra doen¢a reumatolégica:

OBServacoes: diabetes? Depressao?

( )Esclerodermia
( )Sjogren

(' )Dermatomiosite
( )Sindrome do anticorpo fosfolipideo (SAF)
() Fibromialgia

( ) Outras Quais?

SINTomatologia RECente:

(altimos 10 dias)

) Febre

~ e~ o~~~ o~~~

) Fendémeno de Raynaud

) Disttrbio Renal
) Disturbio Hematologico

) Vasculite

() Alopécia
() Rash Malar

) Rash Discoide () Fadiga
) Artrite () Fotossensibilidade
) Ulcera oral ou nasal () Serosite

() Disturbio Neurologico
() Hipertensao Arterial

() Outras. Quais?

Tratamento Atual:

CORTICosterdides: ( )S ( )N Qual?

Dose?

AZATioprina: ( )S ( )N Dose?

ANTIMALarico: ( )S ( )N Qual?

Freqiiéncia?

Freqiiéncia?

Dose?

METOtrexato: ( )S ( )N Dose?
CICLOSPorina: ( )S ( )N Dose?

Freqiiéncia?
Freqiiéncia?

Freqiiéncia?
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CICLOFosfamida: ( )S ( )N Dose?  Freqiiéncia?
AINE: ( )S ( )N Qual?
Dose? Freqiiéncia?
ANALGsésicos: ( )S ( )N Qual?
Dose? Freqiiéncia?

Outros: ( )S ( )N Quais?

Dose? Freqiiéncia?
Idade da MENARCA: anos MENOPAUSA: ( )S ( )N Idade: anos
GESTA: PARA: FASE do Ciclo Reprodutivo: ( )Menacme

( )Climatério

Tratamento HORMONAL Antes do Diagnéstico: ( )S ( )N Qual? ( )AC ( )Outro

Duragéo: Parou ha quanto tempo?
Tratamento MEDICAMENTOSO Antes do Diagnéstico: ( )S ( )N
Quais?

Historia de Uso de DROGAS: Alcool: ( )S ( )N Tipo?
Qtde? Freqiiéncia?
Cigarro: ( )S ( )N Cigarros/dia:

Se fumava, qual a duragdo?

Quando parou?

Algum familiar ou amigo proéximo ¢ fumante?

Drogas Ilicitas: ( )S ( )N Qual?

Por quanto tempo?
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SLEDAI
(Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index)

Modificacado SELENA

Avaliagdo Global do Médico

0 1 2 3
Nula Leve Média Severa

* Favor marcar “X” para presenca, “0” (zero) para auséncia
Score SLEDAI
Marque se o descriptor estiver presente no momento da visita ou nos 10
dias anteriores.

Pes | Pres. Descritor Defini¢ao
8 () Convulsdo Inicio recente. Excluir causa
metabolica, infecciosa ou
farmacoldgica.
8 () Psicose Alteragoes na habilidade de exercer

atividades normais devido a
disturbio severo na percepcao da
realidade. Inclui alucinag¢des,
incoeréncia, pensamento ilégico,
comportamento bizarro,
desorganizado ou catatonico,
conteudo pobre de pensamentos.
Excluir uremia e causas

farmacologicas.
8 () | Sindrome Cerebral Func¢do mental alterada com
Orgéanica diminuicdo da orientagdo, memoria

ou outras fungdes inteligentes, com
inicio abrupto e caracteristicas
clinicas flutuantes. Inclui redugédo
da consciéncia com capacidade
reduzida de concentragdo e
incapacidade de manter-se atento ao
ambiente, mais pelo menos 2 dos
seguintes: distarbio de percepgao,
fala incoerente, insénia ou
sonoléncia diurna, ou atividade
psicomotora aumentada ou
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diminuida. Excluir causas
metabdlicas, infecciosas ou
farmacoldgicas.

Disturbio Visual

Alteragoes retinianas do lupus..
Inclui corpos citoides, hemorragias
retinianas, hemorragia ou exsudato

na corodide ou neurite dptica. Excluir
hipertensdo, infec¢do ou causas
farmacoldgicas.

Disturbio em
Nervo Craniano

Inicio recente de neuropatia
sensorial ou motora envolvendo
Nnervos cranianos.

Cefaléia do Lupus

Cefaléia severa e persistente: pode
ser migranosa, mas deve ser nao-
responsiva a analgesia narcdtica.

AVC

Inicio recente de AVC. Excluir
aterosclerose

Vasculite

Ulceragao, gangrena, nédulos moles
nos dedos,infarto periungueal,
hemorragia em cunha, ou bidpsia ou
angiograma provando vasculite.

Artrite

Mais do que 2 articulagdes com dor
e sinais de inflamac3o (i.e. edema,
derrame artiuclar ou sensibilidade)

Miosite

Fraqueza ou dor muscular
proximais, associada com
CPK/aldolas elevada ou mudancas
no eletromiograma ou biopsia
mostrando miosite.

Cilindros Urinarios

Cilindros de hemacias ou heme-
granulares.

Hematuria >5 hemacias/campo. Excluir
calculo, infec¢do ou outra causa.

Proteinuria >0,5 g/24 h. Inicio recente ou
aumento recente de mais que 0,5

g/24 h.
Piaria >5 leucdcitos/campo. Excluir
infecgdo.

Rash Novo Inicio recente ou recorréncia de
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rash do tipo inflamatorio.

2 () Alopécia Inicio recente ou recorréncia de

perda de cabelo anormal, em placas
ou difusa.

2 () Ulceras em Inicio recente ou recorréncia de

Mucosas ulceragOes nasais ou orais.

2 () Pleurisia Dor toracica pleuritica com atrito
pleural ou derrame, ou
espessamento pleural.

2 () Pericardite Dor de origem pericardica ou pelo

menos 1 dos seguintes: atrito,
derrame ou confirmagio
eletrocardiografica.

2 () Complemento Diminuig¢éo no CH50, C3 ou C4

Baixo abaixo do limite inferior do
laboratdrio.

2 () Agregacdo de >25% por ensaio Farr or acima da

DNA Aumentada varia¢do normal para o laboratdrio

1 () Febre >38°C. Excluir causas infecciosas.

1 () Trombocitopenia <100.000 plaquetas/mm’

1 () Leucopenia <3000 leucocitos/mm’. Excluir
causas farmacoldgicas

Score Total (soma dos pesos)

Crise Leve ou Moderada () Severa ()
() Mudanga no SLEDAI >3 () Mudanga no SLEDAI >12
pontos pontos
( ) Ulceras nasofaringeas () SNC-LES recente ou pior
Pleurite Vasculite (??7?)
Pericrdite Nefrite
Artrite Miosite
Febre (LES) Pk<60.000

Lupus bolhoso, vasculite cutinea,
profunda, fotossensivel e discoide
recente/pior

Hb<7% ou diminui¢do na HB>3%
Precisando de prednisona em
dobro

() Aumento na prednisona, mas
ndo para mais que 0,5 mg/kg/dia

() Prednisona>0,5 mg/kg/dia
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() Adicionado AINE ou () Necessidade de Azatioprina,
Plaquenil Metotrexato ou Hospitaliza¢éo
pelo LES
() Aumento na PGA maiorou | ( ) Aumento no PGA para mais de
igual a 1 mas ndo maior que 2,5 2,5
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ANEXO D — Questionario controles

Universidade Federal de Santa Catarina
Centro de Ciéncias Bioldgicas
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética — BEG

Py, S
b Pt

Laboratério de Polimorfismos Genéticos

QUESTIONARIO - GRUPO CONTROLE
IDENTIFICACAO

Data: _/ /  Coleta: ( )sangue

Dados Pessoais:

Nome:
Enderego:
Cidade: Telefone Residencial:
Telefone Trabalho: Celular:
Idade: Sexo:( )M () F Data de nascimento:
Estado Civil: Tipo de sangue:
Profissdo: Aposentado: ( ) Sim  ( )Nado
Escolaridade: () analfabeto () 1° grau incompleto

() 1° grau completo () 2° grau incompleto

() 2° grau completo () superior incompleto

() superior completo () pds graduagdo
Peso: Altura:

Cidade onde nasceu:

Ascendéncia: Materna Paterna
Etnia: () Euro descendente () Afro descendente
() Asiatico descendente ( )Indigena descendente

Cordapele: ( )negra ( )mulata ( )amarela ( )branca

Observagao:

Dados Familiares:

Nome do pai:

Cidade onde nasceu:

Ascendéncia do pai:

Materna Paterna

Profissdo:
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Nome da mae:

Cidade onde nasceu:

Descendéncia da mae:

Materna Paterna
Profissdo:
Possui Irmaos: ( ) Sim () Nao Quantos:

Possui filhos: ( ) Sim () Nao Quantos:

Ingere BEBIDA ALCOOLICA? ( )Sim ( )Nio
Frequéncia: ( ) Todos os dias  ( )Fim de semana ( ) Esporadicamente (Festas)

Quantidade (copos 200ml):

Que tipo de bebida alcoodlica ingere mais frequentemente?

() Cerveja () Vinho ( )Cachaga ( ) Outro

Que tipo de bebida alcodlica nunca ingere?

() Cerveja () Vinho ( )Cachaga ( ) Outro

Pratica EXERCICIOS FiSICOS? ( ) Sim ( )Nao
Tipo:

Quantidade: ( ) menos de 30 min ( )30min ( ) 1h ( )maisde I h
Freqiiéncia: ( ) 1x semana ( )2-3xsemana  ( )4-6x semana

() Todos os dias () Menos de 1x semana

Vocé FUMA? ( )Sim ( )Ndo Vocéja FUMOU? ( )Sim ( ) Nao
Tipo: ( ) Cigarro ( ) Charuto ( ) Cachimbo ( ) Outro

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

Tempo que fuma ou fumou:

Ha quanto tempo parou:

Histérico Hormonal e Reprodutivo

Idade da MENARCA:

MENOPAUSA: ( ) Sim ( )Nao Idade:
HISTERECTOMIA: ( ) Sim () Ndo
PARIDADE:
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N° de gestacdes Idade da 1° estag@o
N° de filhos ( ) nulipara N:
Abortos( )P ()E N:

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

TRAT. HORMONAL:
Utiliza AC? ( )Sim () Nao Ja utilizou AC? ( )Sim () Nio

Nome e tipo (oral, adesivo, injetavel) do AC:

Tempo que usa ou usou AC:

Ha quanto tempo parou?

Faz TRH? ( )Sim ( ) Nao Jafez TRH? ( )Sim ( )Nao

Nome do Horménio:

Tempo que faz ou fez TRH:

Ha quanto tempo parou?

( )Outros hormodnios Tempo total:

Obeservagoes:

Historico Médico
Caso de CANCER pessoal? ( )Sim () Néo
Tipo:

Casos de CANCER DE MAMA na familia? ( )Sim () Néo

Grau de Parentesco: ( ) filha () irma ()mie ()avo
() tia materna 1° grau ( ) tia paterna 1° grau
() prima materna 1° grau ( ) prima paterna 1° grau

() Outros

Casos de CANCER de outro tipo na familia? ( )Sim () Ndo

Grau de Parentesco e tipo:
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Caso de TUMOR BENIGNO pessoal? ( )Sim () Nao

Local:

Caso de DOENCA AUTOIMUNE pessoal? ( )Sim () Nao
Qual?

Tempo de diagnostico:
Casos de DOENCA AUTOIMUNE na familia? ( )Sim ( ) Nao

Grau de Parentesco e tipo:

Vocé tem alguma DOENCA CARDIOVASCULAR?: ( )Sim ( ) Nao
Qual? (s)

HIPERTENSAO ARTERIAL: ( )Sim ( ) Ndo
HIPERCOLESTEROLEMIA: ( )Sim ( ) Nao
OSTEOPOROSE: ( )Sim ( ) Nao

DOENCA REUMATICA: ( )Sim ( ) Ndo
DIABETES: ( )Sim ( ) Nao

ASMA: ( )Sim ( )Nao

HIV:( )Sim ( )Nao ( )Nuncafezexame
HEPATITE: ( )Sim ( )Nao ( ) Nunca fez exame
DENGUE: ( )Sim ( ) Nao

TUBERCULOSE: ( )Sim ( ) Nao

DISTURBIO RENAL: ( )Sim () Nio
DISTURBIO PULMONAR: ( )Sim () Ndo
DISTURBIO HEPATICO: ( )Sim ( ) Nio

Casos de DOENCA DE ALZHEIMER na familia: ( )Sim () Néo

Grau de parentesco:
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Casos de DOENCA DE PARKINSON na familia: ( )Sim ( ) Nao

Grau de parentesco:

2014

OUTRAS DOENCAS?:

Alérgico a algum medicamento?

Alérgico a algum alimento?

Teve DEPRESSAO?

Utilizou ou utiliza alguma medicagdo por longo tempo? ( ) Sim ( ) Nao

Nome do medicamento (dosagem e freqiiéncia) e tempo que

utilizou:
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