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RESUMO
A Artrite Reumatoide (AR) é uma doenca autoimune caracterizada por
inflamacdo crénica que causa erosfes e deformidades nas articulacGes,
podendo ter acometimento de 6rgdos como pulmdo e coragdo. A
molécula HLA-G esté relacionada com a inibicéo de células do sistema
imune, como células T e NK, conferindo protecdo contra respostas
inflamatorias. Entre os polimorfismos ligados a sua expressao, estdo 0s
localizados na regido 3'UTR do gene HLA-G, que incluem dez sitios
polimérficos descritos: um polimorfismo de inser¢do ou delecdo (InDel)
de um fragmento de 14pb e nove SNPs (+3001, +3003 T/C, +3010 C/G,
+3027 A/C, +3035 C/T, +3142 G/C, +3187 A/G, +3196 G/C e +3227
A/G). A partir disso, 0 objetivo desse estudo sera realizar um estudo
caso-controle e verificar a influéncia desses polimorfismos na
manifestacdo da doenga. A familia Alu é o elemento mével mais comum
em genomas de primatas, com mais de 1,1 milhdes de copias no Homo
sapiens. A insercdo AluyHG encontra-se entre os loci HLA-A e HLA-G,
podendo ser um marcador da regido. A partir disso, o objetivo desse
estudo foi genotipar 115 pacientes e 115 controles (classificados por
faixa etdria) e verificar a influéncia desses polimorfismos na
manifestacdo da doenca. Para isso, foi realizado um levantamento de
dados epidemioldgicos e clinicos relacionados a manifestacdo da doenca
(habito tabagista, fator reumatoide, proteina C-reativa e velocidade de
hemossedimentacdo) e estes foram testados. O DNA foi extraido de
sangue total e a genotipagem feita por PCR e visualizacdo em
eletroforese em gel vertical de poliacrilamida em concentracdo de 7%,
corado com nitrato de prata, no caso do polimorfismo de 14pb do HLA-
G, e em gel de agarose 1%, corado com GelRed™, no caso do
polimorfismo AluyHG (com 322pb). Os SNPs do HLA-G foram
identificados por meio de sequenciamento pelo método de Sanger.
Foram realizados calculos das frequéncias alélicas e genotipicas,
andlises de associacBes e inferéncia de haplétipos. Apds as analises
foram encontrados valores significativos de associagdo dos
polimorfismos e a manifestacdo de AR para 0s gendtipos +3196*G*C
(OR=2,387, p=0,026), AluyHG*In (OR=0,524, p=0,006) AluyHG*Del
(OR=1,907, p=0,006), AluyHG*In*Del (OR=0,441, p=0,006),
AluyHG*Del*Del (OR=2,466, p=0,002). Para os modelos de heranca,
foram encontradas associaces com: +3010*G+GC (OR=0,658,
p=0,011), +3010*C+GC (OR=1,519, p=0,011), +3142*G+GC
(OR=1,435, p=0,029), +3142*C+GC (OR=0,697, p=0,029),
AluyHG*DD+IDxIl (OR=0,402, p=0,002), AluyHG*I+ID (OR=0,465,



p=0,000), AluyHG*D+ID (OR=2,152, p=0,000). Para os dados clinicos,
foram encontradas as seguintes associacdes: FR e +3010*GG
(OR=4,685, p=0,032) e +3196*GC (OR=0,388, p=0,049), CRP e
+3196*GC (OR=0,301, p=0,011) e +3196*CC (OR=2,713, p=0,035),
VHS e +3003*C (OR=0,296, p=0,042) e +3003*T (OR=3,382,
p=0,042). Para os hapldtipos e combinacfes haplotipicas, foram
encontrados: UTR5 (OR=2,174, p=0,048), UTR1+UTR5 (OR=5,532,
p=0,034); nos modelos de heranca UTR5 (OR=2,346, p=0,038),
UTR1+AluyHG*Ins (OR=0,556, p=0,047), UTR5+AluyHG*Del
(OR=2,247, p=0,050). Em concluséo, este estudo permitiu investigar a
possibilidade de associacdo do gene HLA-G em relacdo a Artrite
Reumatoide, corroborando com dados encontrados na literatura e
trazendo alguns dos resultados de associacdo com doencas autoimunes,
gue ndo haviam sido encontrados em nenhuma literatura até 0 momento.
Mais estudos funcionais devem ser realizados para melhor compreender
como os polimorfismos genéticos podem agir na patogénese da AR.

Palavras chave: Artrite Reumatoide. HLA-G. AluyHG. Doenca
autoimune. Estudo de associacdo. Genética epidemiologica.



ABSTRACT
Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease characterized by
chronic inflammation causing erosions and deformity in the joints, and
may be of involvement of organs such as lung and heart. The HLA-G is
associated with the inhibition of immune cells, such as NK and T cells,
conferring protection against inflammatory responses. Among the
polymorphisms linked to its expression are the ones located in the
3'UTR region of the gene that include ten polymorphic sites described: a
polymorphism of insertion or deletion (InDel) with a fragment of 14pb
and nine SNPs (+3001C/T, +3003C/T, +3010C/G, +3027A/C,
+3035C/T, +3142G/C, +3187A/G, +3196G/C and +3227A/G). From
this, the objective of this study will be to conduct a case-control study
and the influence of these polymorphisms in disease manifestation. Alu
family is the most common mobile element in primate genomes, with
more than 1.1 million copies in Homo sapiens. The insertion AluyHG
located between the loci HLA-A and HLA-G, may be a marker region.
From this, the objective of this study was to genotype 115 patients and
115 controls (classified by age group) and the influence of these
polymorphisms in the demonstration and development of the disease.
For this, a survey was conducted of epidemiological and clinical data
related to the development of the disease (smoking habits, rheumatoid
factor, C-reactive protein and erythrocyte sedimentation rate) and these
were tested. DNA was extracted from whole blood by PCR and
genotyping made and viewed in vertical gel electrophoresis in
polyacrylamide concentration of 7% stained with silver nitrate in the
case of polymorphism of 14bp of the HLA-G, and 1% agarose gel in
AluyHG case polymorphism (with 322pb). The HLA-G SNPs were
identified through sequencing by the Sanger method. Calculations were
made of the allele and genotype frequencies, analyzes of associations
and haplotype inference. The analysis found associations of the
polymorphisms and the risk of developing RA for genotypes
+3196*G*C (OR=2,387, p=0,026), AluyHG*In (OR=0,524, p=0,006)
AluyHG*Del (OR=1,907, p=0,006), AluyHG*In*Del (OR=0,441,
p=0,006), AluyHG*Del*Del (OR=2,466, p=0,002). For heritage models,
associations were found with: +3010*G+GC (OR=0,658, p=0,011),
+3010*C+GC (OR=1,519, p=0,011), +3142*G+GC (OR=1,435,
p=0,029), +3142*C+GC (OR=0,697, p=0,029), AluyHG*DD+IDxII
(OR=0,402, p=0,002), AluyHG*I+ID (OR=0,465  p=0,000),
AluyHG*D+ID (OR=2,152, p=0,000). For the clinical data, the
following associations were found: RF and +3010*GG (OR=4,685,



p=0,032) and +3196*GC (OR=0,388, p=0,049), CRP and +3196*GC
(OR=0,301, p=0,011) and +3196*CC (OR=2,713, p=0,035), ESR and
+3003*C (OR=0,296, p=0,042) and +3003*T (OR=3,382, p=0,042).
For haplotypes and haplotype combinations were found: UTR5
(OR=2,174, p=0,048), UTR1+UTR5 (OR=5,532, p=0,034); in heritage
models: UTR5 (OR=2,346, p=0,038), UTR1+AluyHG*Ins (OR=0,556,
p=0,047), UTR5+AluyHG*Del (OR=2,247, p=0,050). In conclusion,
this study allowed us to investigate the possible association of HLA-G
gene in relation to rheumatoid arthritis, corroborating with the data in
the literature and bringing some of the association results with
autoimmune diseases who had not found any literature to date. More
functional studies should be conducted to better understand how genetic
polymorphisms can act in the pathogenesis of RA.

Keywords: Rheumatoid Arthritis. HLA-G. AluyHG. Autoimmune
disease. Association study. Epidemiological genetics.
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1. INTRODUCAO

Uma doenca autoimune ocorre quando o sistema imune
comeca a atacar e destruir tecidos saudaveis proprios. As doencas
autoimunes incluem mais de 80 diferentes distdrbios que afetam
aproximadamente 5% da populacdo dos paises ocidentais. Elas
apresentam uma grande variabilidade em termos de tecidos alvo, idade
de manifestagdo e resposta a tratamentos com imunossupressores (Lleo
et al., 2010; Selmi et al., 2004; Selmi & Gershwin, 2009; USNLM,
2013).

As células brancas do sangue, pertencentes ao sistema
imunitario humano, ajudam a proteger contra substancias nocivas, como
bactérias, virus, toxinas, células cancerosas e outros invasores estranhos
ao corpo. Isto porque, estes invasores contém antigenos e o sistema
imune produz anticorpos contra estes antigenos, assim permitindo que
estas substancias nocivas sejam destruidas. Quando se tem uma doenca
autoimune, o sistema imunitario ndo faz distincdo entre tecidos
saudaveis e antigenos, tendo como resultado o desencadeamento de uma
reacdo que destréi os tecidos normais. A causa exata das desordens
autoimunes é desconhecida, mas ha teorias de que alguns
microorganismos (tais como bactérias ou virus) ou drogas possam
ajudar a provocar alteragdes que confundam o sistema imunoldgico.
Sabe-se ainda que isso pode acontecer com mais frequéncia em pessoas
que tém genes que as tornam mais propensas a doengas autoimunes
(Lleo et al., 2010; Selmi et al., 2004; Selmi & Gershwin, 2009;
USNLM, 2013).

Uma caracteristica compartilhada das doencas autoimunes é a
contribuicdo de ambas as respostas imunes, tanto humoral quanto
celular, a lesdo tecidual (Lleo et al., 2010; Selmi et al., 2004; Selmi &
Gershwin, 2009; USNLM, 2013).

1.1 ARTRITE REUMATOIDE

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doenca autoimune,
sisttmica e inflamatdria crbnica que acomete principalmente as
articulagdes, causando inflamacdo da sindvia - um dos tecidos que
envolvem as articulagbes — podendo levar a destruicdo dssea e
cartilaginosa nesses locais. Por possuir natureza sistémica, além do
processo inflamatério que ocorre nas articulagfes, a AR pode apresentar
manifestacbes extra-articulares, como acometimento pulmonar,
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cardiaco, ocular e esquelético, que atingem até 40% dos pacientes,
estando relacionadas a uma manifestacdo da doenga mais severa
(Klareskog et al., 2009; Mclnnes & Schett, 2011; Myasoedova et al.,
2011; Prete et al., 2011; Turesson et al., 2007). As membranas sinoviais
e estruturas articulares inflamadas levam a sintomas como dor,
hiperplasia (inchaco) e rigidez, e com a progressdao da doenca, 0S
pacientes desenvolvem deformidades irreversiveis nas articulages,
causando a incapacidade para realizacdo de suas atividades cotidianas e
reducdo da qualidade de vida (ANVISA, 2012; Mclnnes & Schett, 2011;
Mota et al., 2012). A AR avancada pode ocasionar uma menor
sobrevida do paciente, 0 que apenas confirma a gravidade dessa doenca
(ANVISA, 2012; Mota et al., 2012).

Usualmente o diagndstico para a doenga € feito baseado nos
critérios estabelecidos pelo American College of Rheumatology (ACR) e
0 European League Against Rheumatism (EULAR), onde uma
pontuacdo minima, de acordo com tais critérios, determina o diagnostico
da doenca (Tabela 1). Estes critérios substituiram os definidos em 1987,
gue eram limitados por serem pouco sensiveis e inespecificos para
detectar casos precoces da doenga, sendo modificados entdo para
critérios capazes de identificar a doenca tanto precoce como estabelecida
(ACR, 2010; EULAR & ACR, 2010; Scott et al., 2010).

Apesar de possuir causa desconhecida, sabe-se que existem
fatores genéticos, ambientais (como tabagismo) e hormonais que
influenciam no desenvolvimento da doenca (Choy, 2012). Alguns
biomarcadores foram identificados, como o alelo HLA-DRB1,
considerado o fator de risco mais associado a doenca encontrado até o
momento, e alguns outros genes de moléculas ndo-HLA, como PTPN22,
TNFa, STAT4, IL2, entre outros (Choy, 2012; Foti et al., 2014; Mclnnes
& Schett, 2011).

O hébito tabagista é um dos mais importantes fatores de risco
para o desenvolvimento da AR (Oliver & Silman., 2006). Além de o
habito de fumar cigarros aumentar a chances de desenvolver a doenga,
com um risco até 13 vezes maior para ambos 0s sexo0s, um ex-fumante
reduz suas chances de desenvolver a doenca consideravelmente (Oliver
& Silman, 2006). Considerando que a doenca pode ter envolvimento de
fatores ambientais, ndo € de se surpreender que as substancias do cigarro
(que inclui aproximadamente 4,7 mil substancias toxicas, como
mondxido de carbono, cianetos, hidrazina, hidro-quinona, entre outros)
exercam uma atividade sobre a manifestacdo da doenca (Ghaussy et al.,
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2003; Ministério da Saude, 2012; Oliver & Silman, 2006; Pyatt &
Stillman, 1998).

Tabela 1: Criteria para AR 2010 estabelecidos pelos ACR/EULAR.

1- Envolvimento de articulacfes?,b: Pontos
a) Uma articulacdo média a larga 0
b) Duas a dez articulagdes médias a largas 1
c) Uma a trés pequenas articulacdes 2
d) Quatro a dez pequenas articulacfes 3
e) Mais de dez articulagdes (pelo menos uma pequena 5
articulagdo)
2- Sorologia
a) RF e ACPA negativos 0
b) FR baixo positivo ou ACPA baixo positivo 2
¢) FR alto positivo ou ACPA alto positivo 3
3- Reagentes de fase aguda
a) CRP normal e VHS normal 0
b) CRP anormal ou VHS anormal 1
4- Duracéo dos sintomas
a) Menor de 6 semanas 0
b) Igual ou maior que 6 semanas 1

Pontuagdo de corte de 6 pontos ou mais para a artrite reumatoide*. Os pacientes
também podem ser classificados como tendo artrite reumatoide se apresentarem:
(a) eros0es tipicas; (b) doenca de longa data prévia que satisfaz os critérios de
classificagéo.

* uma pontuag¢do > 6 indica diagndstico de AR;

adefinicdo de pequenas articulagbes: metacarpofalangeal, interfalangeal
proximal, 2° ao 5° metatarsofalangeal e articulagGes interproximais do polegar e
pulsos;

bdefinicdo de grandes articulages: ombros, cotovelos, quadris, joelhos e
tornozelos.

ACPA - anticorpo anti-proteina citrulinada; CRP — proteina C-reativa; FR —
fator reumatoide; VHS — velocidade de hemossedimentacao.

Adaptado de: European League Against Rheumatism & American College of
Rheumatology, 2010, Rheumatoid Arthritis Classification.

A AR ¢ caracterizada pela producédo de autoanticorpos, onde
uma variedade desses estdo presentes no soro e liquido sinovial de
pacientes (Mclnnes & Schett, 2011). Entre eles, podemos destacar o
fator reumatoide (FR), que é um anticorpo contra a por¢do Fc do IgG,
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sendo encontrado no soro de cerca de 70% dos pacientes com AR e se
correlacionando na predicdo de um pior prognoéstico (Mota et al., 2009;
Mota et al., 2011; Reudineau et al., 2005; Visser & Coussens, 2005). O
diagndstico do FR pode variar ao longo do curso da doenga, onde no
inicio do quadro podem ser soronegativos, porém a negatividade do FR
ndo exclui o diagndstico de AR, e a sua positividade precisa ser
cuidadosamente interpretada de acordo com demais achados clinicos
(Mota et al., 2009; Mota et al., 2011; Reudineau et al., 2005).

Por ser uma doenca de caracteristica inflamatoria, fazer a
detec¢do de marcadores inflamatdrios se torna essencial para um melhor
prognostico e diagnéstico de AR. Um marcador da atividade
inflamatdria é o teste da velocidade de hemossedimentacéo (VHS), que
mede a velocidade em que os eritrgcitos se sedimentam no plasma,
medindo indiretamente o aumento de fibrinogénio na corrente
sanguinea, sendo uma ferramenta para deteccdo de inflamacGes (Aguiar
et al., 2013; Junior et al., 2006; Martins et al., 2007; Neto & Carvalho,
2009; Piccirillo et al., 2004). A proteina C-reativa (CRP) cuja
concentracdo aumenta na fase aguda também é utilizada para detectar
inflamac&o, e sua concentracdo sérica altera-se mais rapidamente e com
uma variacdo mais ampla que a VHS (Aguiar et al., 2013; Junior et al.,
2006; Neto & Carvalho, 2009; Piccirillo et al., 2004). Ambos os testes
sdo inespecificos, detectando a presenca de um processo inflamatério,
porém sem determinar sua origem, sendo inespecificos se avaliados sem
um contexto clinico. Mais do que critérios para o diagndstico de AR, os
testes servem também para avaliar o progndstico e monitorar a eficacia
do tratamento para a doenca (Aguiar et al., 2013; Junior et al., 2006;
Neto & Carvalho, 2009; Piccirillo et al., 2004)

O processo inflamat6rio das membranas sinoviais, uma vez
estabelecido, permite que mecanismos de amplificacdo da resposta
imune - como secre¢do de citocinas por linfécitos T - contribuam para
manutencdo da inflamacdo da sin6via, que se torna persistente e
promove alteracBes na membrana sinovial (Choy, 2012; Scott et al.,
2010; Strand et al., 2007). Em uma articulagdo normal, essa membrana
possui uma Unica camada celular, enquanto que na inflamag&o, como no
caso da AR, essa membrana comega a apresentar varias camadas de
células (Choy, 2012; Scott et al., 2010). Na interface entre a cartilagem
e 0 osso verifica-se intensa atividade do tecido sinovial, que se torna
bastante invasivo e passa a ser chamado pannus (Culshaw et al., 2011;
Taylor et al., 2010). Ocorre ainda, intensa angiogénese e infiltragdo por
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diversos subtipos de leucdcitos (Choy, 2012; Mclnnes & Schett, 2011)
(Figura 1).

Os linfocitos B, que fazem parte da imunidade humoral,
possuem diversas fungfes no desenvolvimento e manutencdo da AR,
incluindo a ativacdo de linfocitos T, secrecdo de citocinas e producdo de
autoanticorpos (Firestein, 2003; Mandik-Nayak, et al., 2008; Mclnnes &
Schett, 2011). A secregdo de citocinas pode ser realizada por diversos
tipos celulares como macrofagos, fibroblastos e células T. Esses tipos
celulares, quando infiltrados na articulacdo inflamada, sdo responsaveis
pela liberagdo de: IL1, IL2, IL4, IL6, IL10, IL13, IL15, IL17, IL18,
IL22, IL33, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama
(IFN-Y) (Fig 2) (Firestein, 2003; Mclnnes & Schett, 2011).

Figura 1. Visdo esquematica de uma articulagdo normal (a) e uma articulacéo
afetada por AR (b). A articulacio afetadas pela AR (b) mostra o aumento da
inflamacéo e da atividade celular.
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Fonte: adaptado de Choy, 2012.

As citocinas estdo altamente relacionadas aos mecanismos da
patogénese da AR. Elas regulam a diferenciacdo dos linfocitos T entre
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as populagdes T helper 1 (Thl) e T helper 2 (Th2). De acordo com o
padrdo de citocinas produzido, a AR foi considerada por muitos anos
uma doenga dominada por linfdcitos do tipo Thl, o qual a resposta
promove a ativacdo de células como macréfagos e neutréfilos. Os
produtos liberados por essas células, como espécies reativas de oxigénio
(ROS), podem provocar a lesdo tecidual que é verificada na AR
(Boissier, 2011; Firestein, 2003; MclInnes & Schett, 2011).

Figura 2: Rede de citocinas em Artrite Reumatoide. Macro6fagos e fibroblastos
sdo adjacentes um ao outro no revestimento sinovial, produzindo citocinas que
podem ativar as suas células vizinhas ou a propria célula.
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IL-1Ra” IL-18
sTNF-R  TNF-«
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Macréfago |L-17@TIL-4 e

IFN-y = | IL-10
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Legenda: (-) citocinas anti-inflamatérias; (+) citocinas pro-inflamatorias
Fonte: adaptado de Firestein, 2003.

A imunidade adaptativa e seus fatores parecem desempenhar um
papel chave na patogénese da AR, o que pode ser verificado pela
presenga de autoanticorpos e associagbes com inlmeros genes
envolvidos no sistema imune adaptativo (Mclnnes & Schett, 2011). A
noc¢do de que as células T participam da etiologia e patogenia da AR foi
um avango intelectual fundamental em nossa compreensdo da doenca
(Firestein, 2003).

Apesar de todos os avancos obtidos no tratamento da doenca, 0s
fatores que desencadeiam a perda de tolerancia e direcionam o processo
inflamatério para as articulagbes ndo estdo totalmente esclarecidos
(Mclnnes & Schett, 2011).
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111 - EPIDEMIOLOGIA

A AR acomete de duas a trés vezes mais mulheres que
homens, afetando de 0,5- 1,0% da populagdo mundial, sendo uma das
condi¢des reumatoldgicas mais frequentes na clinica médica (Jacob &
Jacob, 2012; Mota et al., 2012; Pereira, 2007). Essa prevaléncia do
género feminino e o pior prognoéstico de AR indica que o envolvimento
hormonal seria importante no desenvolvimento da doenca (Alamanos &
Drosos, 2005; Alamanos et al., 2006; Carmona et al., 2010; Symmons,
2002; Tohdn et al., 2010). A idade média de manifestacdo da AR é entre
a 4 e 5% década de vida, porém pode se manifestar em qualquer faixa
etaria, sendo que a AR prematura tende a possuir um maior
acometimento sistémico (Alamanos et al., 2006; Foti et al., 2014; Tébon
etal., 2010).

Em relacdo a populagdo geral, a taxa de mortalidade é duas
vezes maior e a expectativa de vida é reduzida. Os pacientes com AR
vivem de 3 a 10 anos menos que a média populacional. Além disso,
possuem um risco mais elevado de desenvolver um grande nimero de
comorbidades associadas, como: hipertensdo arterial sistémica,
dislipidemia e osteoporose (Gullick & Scott, 2011; Prete et al., 2011).

1.2 COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE

A descoberta da funcdo do MHC (Complexo Principal de
Histocompatibilidade), fundamental no reconhecimento dos antigenos
pelas células T CD4 e CD8 (grupamento de diferenciacdo, do inglés
cluster of differentation) revolucionou o campo da imunologia na
compreensao da ativagdo e das fungdes dos linfécitos. Em humanos, no
MHC, encontram-se genes denominados como Antigeno Leucocitario
Humano (HLA, do inglés Human Leukocyte Antigen), que se localizam
no brago curto do cromossomo seis, mais especificamente na posicéo
6p21.3, ocupando uma regido cromossdmica de aproximadamente 3,6
megabases de DNA (&cido desoxirribonucleico) que contém mais de
200 genes, muitos com importante papel no sistema imune (Aguado et
al. 1999; Castelli et al., 2011; Dawkins et al. 1999; Donadi et al., 2011;
Parham, 2005; Rhodes & Trowsdale 1999). A regido do complexo MHC
pode ser didaticamente subdividida em trés, de acordo com a estrutura e
fungdo dos produtos moleculares codificados por seus genes (Figura 3)
(Horton et al., 2004).
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A regido de classe | contém seis loci génicos, que séo
divididos em classicos (ou classe 1a) e ndo classicos (ou classe Ib). Os
genes classicos incluem HLA-A, HLA-B e HLA-C, que possuem
expressao constitutiva na membrana celular de quase todas as células
nucleadas. Os genes ndo classicos, que sdo menos polimorficos que os
de classe Ib, incluem HLA-E, HLA-F e HLA-G. Os genes HLA-E e HLA-
F também apresentam expressdo constitutiva, porém em niveis mais
baixos quando comparados aos genes classicos. O HLA-G por sua vez
apresente expressao celular restrita, sendo o objeto desse estudo. Além
destes, existem os loci HLA-H, HLA-J, HLA-K, HLA-L, HLA-P, HLA-T,
HLA-U, HLA-V, HLA-W, HLA-X, HLA-Y, entre outros, sem produto
proteico associado e, portanto, classificados de pseudogenes (IMGT,
2015; Rizzo et al., 2012).

Figura 3. A localizagdo da regido do MHC humano no cromossomo 6, a
disposicdo dos genes dentro das classes I, 111 e I, e em amarelo destaque para o
locus HLA-G.
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Fonte: adaptado de Mehra & Kaur, 2003.

As moléculas de classe Il estdo contidas no HLA-D, que foi
subdividido nas sub-regiGes DP, DM, DQ e DR. Outros genes sdo
encontrados nessa regido (como TAP1 e TAP2 e LMP2, entre outros),
contudo nem todos codificam produtos moleculares do grupo de
antigenos de histocompatibilidade (Graham et al., 2002; Lewin, 2009).

Na regido de classe Il (localizada entre as regides | e II),
encontram-se genes importantes para a imunidade inata, como genes que
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atuam na ativacdo do sistema complemento, como Bf, C2, C4A, C4B,
genes que codificam citocinas, como TNFa e LTp, entre outros (Graham
et al., 2002; Lewin, 2009).

1.3 - GENE HLA-G

O HLA-G possui 4.396 pares de base (pb) em sua estrutura,
que sdo divididos em sete introns e oito éxons (Figura 4) (Castelli et al.,
2011; Donadi et al., 2011; Moreau et al., 2009). O éxon 1 transcreve
para o peptideo sinal, os éxons 2, 3 e 4 codificam os dominios
extracelulares da proteina (al, a2 e a3, respectivamente), o éxon 5
codifica 0 dominio transmembranar, portanto ausente nas isoformas
sollveis. O éxon 6 é responsavel por codificar a cauda citoplasmatica da
molécula, o cédon de parada estd presente no segundo cddon desse
éxon, o que resulta em uma cauda mais curta em comparacdo as
moléculas de HLA | classicas (la). Por ultimo, o éxon 7, embora
chamado de éxon, por seguir a classificacdo dos HLA classicos, ndo se
apresenta no RNA mensageiro (MRNA) maduro, pois é removido
durante o processamento do RNA. O éxon 8 ndo é traduzido, sendo
considerado como parte integrante da regido 3’ ndo traduzida (3’UTR)
do mRNA (Donadi et al., 2011; Larsen & Hviid, 2009; Moreau et al.,
2009).

Apesar das fungbes das isoformas ainda serem pouco
compreendidas, tem sido proposto que elas podem estar envolvidas na
modulagdo da resposta imune em diversas situagfes fisioldgicas. A
producdo das diferentes isoformas de HLA-G é direcionada por
mecanismos de regulacdo e, dependendo da situacdo fisioldgica e do
tipo celular envolvido, algumas isoformas sdo expressas e outras ndo
(Campbell et al., 2012).

Os genes do MHC de classe | e Il sdo 0s mais polimdrficos
presentes no genoma, com um numero estimado total de cerca de 13.400
alelos na populacdo (IMGT, 2015). O HLA-G, comparado com 0s outros
genes do HLA, é pouco polimérfico, possuindo 50 alelos descritos, que
codificam 16 proteinas distintas (Castelli et al., 2014; Donadi et al.,
2011; Larsen & Hviid, 2009). Nas regides 5’URR (regido 5’ reguladora,
que compde a regido promotora) e 3’UTR, o grau de variagdes
nucleotidicas € relativamente mais alto (Donadi et al., 2011). Na regido
promotora do HLA-G foram identificados, até o ano de 2011, 32 SNPs
(polimorfismo de nucleotideo Unico, do inglés single nucleotide
polymorphism) (Castelli et al., 2011; Castelli et al., 2014). Essas
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varia¢Ges podem implicar, diretamente, na regulacéo da expressdo desse
gene, uma vez que, muitos desses polimorfismos estdo dentro ou
préximos de conhecidos ou supostos elementos reguladores da
transcri¢do (Moreau et al., 2009).

Figura 4. Estrutura do gene HLA-G e sua expressdo. O RNA transcrito primario
e seus seis processamentos em mRNAs possiveis estdo ilustrados, assim como a
identificacdo dos éxons presentes e a localizagdo de cddons de parada. Séo
geradas sete isoformas proteicas por processamento alternativo, sendo quatro

aderidas @ membrana e trés solGveis.
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Fonte: adaptado de Donadi et al., 2011.

A regido 3’UTR do HLA-G possui pelo menos onze sitios
polimorficos descritos: um polimorfismo de presenca (que aqui
chamaremos de insercdo, ou Ins) ou auséncia (que aqui chamaremos de
delecdo, ou Del) de um fragmento de 14pb (14pb InDel) e nove SNPs
(+3001, +3003 T/C, +3010 C/G, +3027 A/C, +3035 C/T, +3142 GI/C,
+3187 A/G, +3196 G/C e +3227 A/G) (Figura 5) (Larsen & Huviid,
2009; Menier et al., 2010; Moreau et al., 2009).

Ao menos trés desses sitios polimoérficos foram associados a
regulacdo dos niveis de expressdo do HLA-G: (1) o polimorfismo de
14pb InDel; (2) o SNP na posi¢do +3142; (3) e 0 na posi¢do +3187
(Larsen & Hviid, 2009; Menier et al., 2010; Moreau et al., 2009).
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Foi demostrado que o SNP na posicdo +3142 pode ser um
alvo para determinados microRNAs (miRNAs), e o polimorfismo pode
estar envolvido a uma maior ou menor degradacdo do mRNA do HLA-G
por esta via de miRNAs; o SNP na posicdo +3187 esta relacionado com
a estabilidade do mRNA, regulando também sua degradacéo; e por fim o
polimorfismo 14pb InDel pode estar associado com o controle da
producdo de HLA-G, podendo também modular a estabilidade do
mRNA (O’Brien et al., 2001; Tan et al., 2007; Yie et al., 2008). Os
mecanismos que estdo envolvidos nesses processos ainda ndo estdo
totalmente elucidados (Donadi et al., 2011).

Figura 5. Sequéncias de nucleotideos da regido 3’ ndo traduzida do gene HLA-
G, onde estdo identificados 11 sitios de variagdes polimdrficas. Em negrito os
polimorfismos observados que podem influenciar a expressao do gene.
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A molécula HLA-G foi primeiramente descrita na interface
materno-fetal conferindo protecdo ao feto, mais especificamente na
superficie de células do trofoblasto, células fetais endoteliais e fluido
amniotico, conferindo uma protecdo imunoldgica ao feto (Blaschitz et
al., 2011; Carosella & Horuzsko, 2007; Hammer et al., 1997).

A expressdo dessa molécula se encontra restrita a alguns
tecidos especificos, como trofoblasto, cornea, timo, ilhas pancreaticas,
precursores endoteliais, eritroblastos, células dendriticas, células
apresentadoras de antigenos e macrofagos (Carosella et al., 2015;
Curigliano et al., 2013).
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Dependendo da situagdo fisioldgica ou clinica, a expressao de
HLA-G pode ser benéfica ou prejudicial ao organismo. Em algumas
condicdes patoldgicas, como nos casos de cancer e nas doencgas virais
cronicas, nas quais uma resposta imune vigorosa e prolongada é
necessaria, a expressdo de HLA-G é prejudicial. Contrario a isso, nos
casos em que uma resposta imune vigorosa é indesejavel, a presenca de
HLA-G é vantajosa, como nos casos de transplantes e de doencas
autoimunes (Carosella et al., 2015; Donadi et al., 2011).

Tanto nestes casos quanto em condi¢cdes saudaveis, as
moléculas HLA-G interagem com determinados receptores de
membrana, presentes em diversos tipos celulares, inibindo as respostas
do sistema imune. Os trés receptores, atualmente descritos, relacionados
a atividade de HLA-G sdo: os receptores de leucécitos semelhantes as
imunoglobulinas, ILT2  (ILT2/CDS5j/LILRB1) e  ILT4
(ILT4/CD85d/LILRB2) e o receptor de célula NK (do inglés, natural
killer) semelhante a imunoglobulina, KIR2DL4 (KIR2DL4/ CD158d)
(Campbell et al., 2012; Moreau et al., 2009; Santos et al., 2013). O
receptor ILT2 é expresso por linfocitos B, linfdcitos T, células NK,
células dendriticas, mondcitos e macréfagos. O receptor ILT4, por outro
lado, é especificamente mieloide, sendo expresso somente por células
dendriticas, mondcitos e macréfagos. O receptor KIR2DL4 tem sua

expressdo limitada a subpopulacdo de NK CD56Prght calulas essas que
constituem uma pequena parcela das células NK periféricas (Carosella
et al., 2008; Carosella et al., 2015; Donadi et al., 2011).

Estes trés receptores sdo expressos de maneira diferenciada
por cada um dos tipos celulares descritos, e os efeitos das suas
interacdes com HLA-G tém sido demonstrados. A molécula completa de
HLA-G apresenta a mesma estrutura extracelular dos HLA classicos, no
entanto a sua principal fungdo ndo é a apresentacdo de antigeno, mas a
inibicdo de outras células como as TCD8 e NK, por intermédio da
interacdo direta com receptores como ILT-2 (LILRB1 e CD158j), ILT-4
(LILRB2 e CD58d), e KIR2DL4 (CD158d) (Colonna 1997; Contini et
al., 2003; Donadi et al. 2011; Gao et al. 2000; Ponte et al. 1999;
Rajagopalan & Long 1999; Santos et al., 2013; Shiroishi et al. 2006).

A molécula HLA-G pode inibir, por exemplo, as funcoes
citoliticas das células NK; a maturacdo de células dendriticas; as funcdes
citoliticas antigenos-especificas das células T CD8, as respostas
aloproliferativas das células T CD4; a producdo de citocinas por células
T, além de induzir a apoptose celular (Donadi. et al., 2011), tendo assim
a capacidade de atuar diretamente na atividade das células participantes
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da resposta imune. Esta caracteristica tem feito desta molécula um alvo
atrativo de estudos para a compreensdao dos mecanismos de diversas
situacBes clinicas como, por exemplo: gravidez e suas complicagdes,
transplantes, canceres, infeccdes virais e doencas inflamatorias e
autoimunes (Carosella et al., 2008; Carosella et al., 2011; Carosella et
al., 2015; Donadi et al., 2011).

1.4 HLA-G E ARTRITE REUMATOIDE

A AR é uma doenca que implica em uma patogenicidade
multifatorial e multigénica. Os genes do HLA constituem uma
importante  regido genética, e sabe-se que contribui para
aproximadamente metade da susceptibilidade para AR identificada até o
momento (Choy, 2012; Foti et al., 2014; Mclnnes & Schett, 2011; Veit
etal., 2014).

As interagbes entre a molécula HLA-G e determinados
receptores celulares produzem efeitos inibitérios na atividade de
algumas células e, consequentemente, reducdo da resposta imune
(Carosella et al., 2008; Carosella et al., 2011; Carosella et al., 2015).
Estudos demonstram associa¢do de determinados alelos no gene HLA-
DRB1 com o desenvolvimento da doenga, mas como tais alelos nem
sempre s&o encontrados nos casos de doencas, outros genes devem estar
envolvidos (Catamo, 2014; Choy, 2012; Foti et al., 2014; Mclnnes &
Schett, 2011; Viet et al., 2014).

Muitos dos alelos HLA-DRB1 que conferem susceptibilidade a
doenca codificam um motivo compartilhado de cinco aminodacidos,
localizados na regido de HLA-DRB1 relacionada a apresentacdo de
antigenos. Esta sequéncia de aminoacidos, denominada “epitopo
compartilhado” (HLA-SE, do inglés HLA-Shared Epitope), foi
associada a AR em diferentes populacdes no grupo ACPA-positivo,
tendo sido demonstrado que peptideos citrulinados podem se ligar com
maior afinidade a moléculas contendo o epitopo compartilhado (Alvarez
et al., 2008; Bax et al., 2011; Hill et al., 2003; Louzada-Junior et al.,
2008).

A expressdo de HLA-G fornece um mecanismo de protecdo
tecidual contra inflamacgdes de origem autoimune. As variacles da
expressdo do gene HLA-G, por exemplo, que podem ser decorrentes de
polimorfismos do gene, tém sido relacionadas a diversas condicfes
patolégicas, como: infeccBes virais cronicas, tumores, doencas
autoimunes e doengas inflamatérias (Donadi et al., 2011; Larsen &
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Hviid, 2009). Para essas Ultimas, dentre as quais esta incluida a artrite
reumatoide, tem sido proposto que a expressao do HLA-G é um possivel
mecanismo de protecdo tecidual contra respostas inflamatdrias
(Consiglio et al., 2011).

Em pacientes com AR, os niveis plasmaticos sollveis de
HLA-G (sHLA-G) foram relatados menores do que nos individuos
controles. Foram também relatadas associa¢des do polimorfismo de 14
pb do HLA-G com a producdo de auto-anticorpos em outras doencas
reumaticas como a artrite idiopatica juvenil e resposta ao metotrexato
em pacientes com AR. Além disso, as moléculas de HLA-G
demonstraram se expressar constitutivamente em fibroblastos sinoviais.
Estes dados corroboram a funcdo imunomoduladora de HLA-G, que
também inclui a inibicdo de células NK e as células T CD8 mediada por
de células dendriticas e inducdo de células apresentadoras de antigeno
(Mariaselvam et al., 2015).

1.5 INSERCAO AluyHG

Além dos loci de regides codificadoras, muitas sequéncias
n&o-codificadoras foram identificadas no MHC, incluindo os membros
da familia Alu, que possuem sequéncias repetitivas de DNA dispersas
pelo genoma (Garcia-Obregén et al., 2012). Essas sequéncias de DNA
sdo transponiveis, ou seja, possuem a capacidade de trocar de posi¢do no
genoma, podendo apresentar polimorfismos de sitios de inser¢do e uma
variabilidade no nimero de copias dentro e entre espécies (Capy et al.,
1998). Os elementos transponiveis desempenham um papel significativo
na geragdo de diversidade de sequéncias de DNA durante a evolugdo
dos primatas (Ullu & Tschudi, 1984).

Os elementos mdveis podem ser classificados em aqueles que
transpGem diretamente como DNA (transposons do DNA), e aqueles
que transpdem atraves de um intermediario de RNA (retrotransposons).
O ultimo grupo pode ser dividido em virais e ndo virais. (Batzer &
Deininger, 2002).

Entre os retrotransposons ndo virais, os elementos mais
abundantes em mamiferos sdo os que ndo possuem repeticdes terminais
longas (LTR, do inglés Long Terminal Repeat) e sdo divididos em duas
classes: os elementos de insercdo longos (LINEs, do inglés Long
Interspersed Element) e elementos de insercdo curtos (SINEs, do inglés
Short Interspersed Element). Nos seres humanos, os LINEs tém
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aproximadamente 6 kb de comprimento e 300 pb. Enquanto que os
SINEs constituem 13% do genoma humano e seu comprimento varia
entre 100 e 400 pb, a maior parte de 300 pb (Batzer & Deininger, 2002).
Retrotransposons  sd80  remanescentes de eventos de
retrotransposi¢fes antigas, e ndo sdo mais capazes de retrotranspor
(Capy et al., 1998). No entanto, uma fracdo de elementos mdveis
(<0,05%) permanece ativa e contribui para a variacdo entre individuos
na populacdo humana. Estes elementos ativos pertencem quase
exclusivamente as subfamilias Alu, LINE (subfamilia L1) e elementos
SVA (SINE/VNTR/Alu). Este dltimo, uma familia de elementos
retrotransposons mais jovens na ordem dos primatas, um elemento
repetitivo composto, nomeado depois de seus principais componentes:
SINE, VNTR e sequéncias Alu (Mills et al., 2007; Wang et al., 2005).

As caracteristicas vantajosas dos elementos Alu em estudos
moleculares com perspectivas evolutivas foram exaustivamente
analisadas por diversos autores (Batzer & Deininger, 2002; Foti et al.,
2014; GOmez-Pérez et al., 2011; Lander et al., 2001; Santos et al., 2013;
Terreros et al., 2009). Essencialmente, essas caracteristicas sdo: (1) a
neutralidade seletiva de inser¢fes Alu polimérficas, (2) possibilidade de
conhecer o estado ancestral (falta de insercdo), (3) a existéncia de uma
Unica mutagdo comum para todos 0S Cromossomos com a mesma
insercdo (identidade por descendéncia e ndo apenas por estado), (4) e
ndo existir mecanismo conhecido para a remog¢do completa e especifica
de um elemento Alu. Loci do tipo Alu podem ser considerados como
marcadores estaveis e conservados que refletem eventos evolutivos
Unicos e com utilidade na reconstrucéo da histéria humana demografica
e evolutiva (Garcia-Obregon et al., 2012).

Como consequéncia do acumulo de eventos de insercdo ao
longo do tempo evolutivo, elementos transponiveis constituem
atualmente cerca de metade do genoma humano. As familias de
elementos moveis Alu, L1, e SVA ainda estdo duplicando, gerando
variacdo entre genomas individuais. Insercfes de elementos moveis
(MEI) foram identificadas como causas de doencas genéticas, incluindo
a hemofilia, neurofibromatose e varios canceres (Stewart et al., 2011).

A familia Alu é o elemento moével mais comum em genomas
de primatas, com mais de 1,1 milhdes de cdpias no Homo sapiens
(Kriegs et al., 2007; Rhead et al., 2010). O comprimento total da
sequéncia de uma insercdo Alu é de cerca de 300 pb. Elementos Alu séo
classificados em uma gama de sub-familias, que tém inclinacGes
diferentes para a retrotransposicao, e sdo identificadas de acordo com as
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alteragdes de sequéncia. Varias sub-familias de AluY estdo ativas e sdo
responsaveis pela maior parte da variacdo de MEI em Homo sapiens. O
genoma humano de referéncia contém mais de 140.000 elementos AluY
anotados (Stewart et al., 2011).

Durante uma andlise comparativa da sequéncia gendmica do
bloco HLA de classe I, Kulski et al. (1999) identificaram um novo
membro da subfamilia AluYb8, que foi designado AluyHG, alocado
entre 0 HLA-A e o HLA-G, a aproximadamente 88Kb do gene HLA-A
(Figura 6) (Kulski et al., 2001).

Figura 6. Localizacdo da inser¢cdo AluyHG no bloco do MHC: (A) mapa do
local e da distribuicdo de genes e pseudogenes HLA de classe I, incluindo os
genes HLA-A, HLA-H e HLA-G; (B) mapa da localizagdo do sitio de insercéo
AluyHG em relagdo aos loci HLA-H e -G; (C) A sequéncia AluyHG é
representada pela caixa que é flanqueada por sequéncias de repeti¢do direta
(sublinhada).
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Fonte : adaptado de Kulski et al., 2001.

Marcadores do tipo MEI, como as Alu, sdo interessantes para
a genética de populagdes por dois motivos: (a) é extremamente pequena
a probabilidade de que uma determinada sequéncia ocorra no mesmo
local em duas pessoas diferentes, salvo quando estas pessoas
compartilham um ancestral comum, uma vez que a taxa de insercédo dos
elementos Alu é muito baixa e ha muitos locais em que esses elementos
podem se inserir (Batzer & Deininger, 1991), e (b) o estado ancestral do
locus é a auséncia de insercdo (Batzer et al., 1994; Whitherspoon et al.,
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2006). Além disso, diferentes inser¢des Alu cujas distribuicdes
geograficas sdo conhecidas podem ser utilizadas em conjunto para
indicar afinidade geogréafica de uma amostra (Cordeaux et al., 2007).
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2. JUSTIFICATIVA

A AR é uma doenga inflamatdria autoimune, enquanto a
molécula de HLA-G apresenta fungdes anti-inflamatdrias estabelecendo
um estado de imunotolerancia, sendo assim, é possivel criar a hipotese
de que individuos portadores de alelos que diminuam a expressdo de
HLA-G ou a estabilidade do mRNA apresentem susceptibilidade
diferenciada para o desenvolvimento da doenca.

Considerando a caracteristica da molécula HLA-G de modular
a funcdo de algumas células efetoras do sistema imunitario, a sua
expressdo em patologias inflamatorias crénicas, como é o caso da AR,
poderia promover um efeito inibitorio da resposta imune, auxiliando na
reducdo do processo inflamatério dessa doenca. Essa protecdo poderia
variar de acordo com a variacao da expressdo do gene influenciados por
polimorfismos que aumentem ou diminuam a estabilidade do RNA
mensageiro, como por exemplo, os polimorfismos presentes na
3"UTR.Diversos aspectos relacionado a doenca e aos polimorfismos da
3’UTR do HLA-G permanecem desconhecidos e controversos, fazendo-
se necessaria a complementacdo com estudos que auxiliem na
elucidacdo dos mecanismos de regulacdo da expressao desse gene. Essas
associagdes entre a AR e determinados polimorfismos do gene HLA-G
podem, no futuro, auxiliar no diagnostico, no prognéstico e no
direcionamento de terapias para essa patologia.

A sequéncia AluyHG encontra-se na regido intergénica,
flanqueada pelos loci HLA-A e HLA-G. Um possivel desequilibrio de
ligacdo entre essa regido e os loci vizinhos pode ser um potencial
marcador para essa regido, ajudando no diagndstico de doencas. Essas
associagdes entre AR, o polimorfismo do gene HLA-G e a insercdo do
AluyHG podem também, no futuro, auxiliar no diagndstico, no
progndstico e no direcionamento de terapias para essa patologia
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar polimorfismos da regido 3’ ndo traduzida (3°UTR)
do gene HLA-G em 115 pacientes com artrite reumatoide e em 115
controles pareados por idade e sem historico de AR, no estado de Santa
Catarina, para melhor compreensdo da acdo desse gene na patogénese da
doenca.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Identificar a variabilidade da 3’UTR do gene HLA-G em pacientes
com AR e individuos-controle do estado de Santa Catarina.

» Calcular as frequéncias alélicas e genotipicas de todos os pontos de
variacdo encontrados na 3’UTR do gene HLA-G em pacientes com
artrite reumatoide e em individuos-controle.

» Inferir os hapldtipos envolvendo estes loci analisados em pacientes
com artrite reumatoide e em individuos-controle.

> Verificar se ha associacdo entre os alelos, genétipos, haplotipos,
dados clinicos e epidemiolégicos com a doenga estudada.

» Relacionar os dados encontrados neste estudo com a patogénese da
artrite reumatoide.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho integra de um projeto maior, intitulado
“Genética da Autoimunidade: Polimorfismos em Lupus Eritematoso
Sistémico e Artrite Reumatoide em pacientes de Santa Catarina”,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH/UFSC) em 26 de julho
de 2006, através do parecer n° 172/06, com prorrogagdo aprovada pelo
CEPSH/UFSC até 30 de junho de 2016, em parecer consubstanciado de
nimero 423.535 de 23 de setembro de 2013 (Anexo A).

4.2 CARACTERIZAGCAO DA AMOSTRA

A amostra foi constituida de 115 pacientes diagnosticados
com Artrite Reumatoide, atendidos pelo Hospital Universitario Polydoro
Ernani de S0 Thiago (HU) e de 115 individuos-controles, sem
diagndstico nem histoérico familial para a patologia em estudo, que sdo
participantes de projetos realizados paralelamente pela equipe do
Laboratdrio de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC).

Os dados epidemioldgicos e familiais, dos pacientes e dos
individuos-controles, foram obtidos através de entrevistas realizadas
com questiondrios estruturados (Anexos B e D), apos a assinatura dos
termos de consentimento livre e esclarecido (Anexos C e E) pelos
voluntarios. Apds as entrevistas, as amostras de sangue periférico (cerca
de 8 ml) foram coletadas através de puncéo venosa, para extracdo do
DNA genémico e obtencdo dos dados genéticos, e armazenadas e
transportadas a 4°C para o posterior processamento no LAPOGE.

As amostras bioldgicas e os questionarios obtidos foram
catalogados e constituem um banco de dados e amostras, de pacientes
com AR e de individuos-controles, armazenado no LAPOGE.

Os dados clinicos dos pacientes foram obtidos a partir dos
prontuédrios médicos, cujas informagfes clinicas datavam do dia da
coleta e consulta. Os dados laboratoriais de pacientes com AR foram
considerados: FR positivo (valores superiores a 201U/mL), elevados
niveis de CRP (acima de 5mg/L) e VHS superior a 19mm/h.
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4.3 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

As amostras de sangue periférico foram centrifugadas
(Centrifugue 206 BL Excelsa 1I®) a 3000g (1835rpm) durante 20min a
temperatura ambiente (TA), para a separacdo dos componentes
sanguineos. Apb6s a centrifugacdo, foram separados o plasma, o
concentrado de hemécias e a camada de leucécitos, e feito aliquotas,
qgue foram identificadas e estocadas a -20°C. Os leucdcitos foram
utilizados para a extracdo do DNA genémico. O plasma e o concentrado
de hemacias foram armazenados para futuras pesquisas.

Reagentes e Solugdes

1) Solucédo de Lise I (Tris-HCI 0,01M, Amresco®; Sacarose 0,32M,
Merck®; MgCl2 0,0025M; Triton X 100 — 1%, Nuclear®);

2) Solugdo de Lise Il (Tris-HCI 0,01M, Amresco®; KCI 0,05M,
Vetec®); MgCI2 0,0025M, Nuclear®); Nonidet — 1%, Amresco®;
TWEEN 20 — 1%, Amresco®);

3) SDS 10%(Amresco®);

4) Solucao de Perclorato de Sédio 5,0M (Vetec®);

5) Solucéo Saturada de NaCl 6,0M (Nuclear®);

6) TE (Tris-HCI 1M, Amresco®; EDTA 0,5M, Vetec®);

7) Alcool Isopropilico Absoluto (Merck®);

8) Etanol 70% (Merck®).

Procedimento

A extracdo de DNA foi realizada através de um método de
Salting Out modificado, baseado em Miller et al. (1988). Para cada
amostra, foram colocados 100uL da camada de leucécitos em
microtubos de polipropileno de 1,5mL (tipo eppendorf), utilizando-se
uma micropipeta e ponteiras estéreis. Em seguida, adicionou-se 1,0mL
de Solucdo de Lise | em cada um desses microtubos. As amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas (Centrifugue 5415D, Eppendorf®) a
134009 (12000 rpm) durante 5 min & TA. O sobrenadante foi descartado
e, este procedimento foi repetido (de 3 a 4 vezes) até que os glébulos
vermelhos fossem removidos e 0 precipitado apresentasse cor branca,
indicando a presenga dos glébulos brancos. Posteriormente, foram
acrescentados ao precipitado de leucdcitos 300uL de Solucéo de Lise I,
10uL de SDS 10% e 75uL de Perclorato de Sédio 5M. As amostras
foram agitadas em um agitador de tubos, do tipo vortex, e a cada tubo
foram acrescentados 130uL de NaCl 6M e, a seguir, as amostras foram
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centrifugadas a 13400g por 5 min a TA. Novos microtubos de 1,5mL
foram identificados e, para esses, foram transferidos os sobrenadantes
resultantes da centrifugacdo. Ao sobrenadante foram adicionados 300uL
de Alcool lsopropilico Absoluto e as amostras foram, novamente,
centrifugadas a 13400g por 15 min. O sobrenadante foi descartado e ao
precipitado foram acrescentados 300uL de Etanol 70%. As amostras
foram centrifugadas a 13400g por 5 min, o sobrenadante foi descartado
e o0 precipitado foi seco, a TA, overnight. Ap6s a secagem dos
precipitados, foram adicionados a cada tubo 100uL de TE. As amostras
foram colocadas no banho-maria a 56°C, por 30 min e, posteriormente,
armazenadas a -20°C.

4.4 GENOTIPAGEM DO POLIMORFISMO INDEL DA REGIAO
3’UTR

A genotipagem do polimorfismo InDel, de 14pb (rs1704), da
regidio 3’UTR do gene HLA-G (ID:3135), foi realizada através da
amplificacdo dessa regido pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR,
do inglés Polymerase Chain Reaction), (2) seguida de eletroforese em
gel de poliacrilamida para migracdo dos fragmentos de DNA
amplificados, (3) com a visualizagdo dos mesmos no gel ap6s coloracéo
com Nitrato de Prata.

4.4.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase

Reagentes e SolucGes

1) Agua Ultrapura;

2) dNTPs 0,2mM de cada (100mM, Invitrogen®);

3) MgCl, 1,5mM (50mM, Invitrogen®);

4) Tampdo de PCR 10X (0,2M Tris-HCI pH 8,5; 0,5M KCI;
Invitrogen®);

5) Primer Reverse 10pmol (HLAGR, 5’- TCT TCT GAT AAC ACA GGA
ACTTC -3, IDT®);

6) Primer Forward 10pmol (HLAGF, 5’- TGT GAA ACA GCT GCC
CTG T-3’; IDT®);

7) Taq DNA Polymerase Platinum (0,5U/uL; Invitrogen®).

Procedimento
Para a reacdo de amplificacdo foram adicionados, em tubos de
0,2uL (tipo eppendorf): 7,40uL de agua; 0,25uL de dNTPs; 0,75uL de
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MgCl,; 3,5uL de Tampdo de PCR; 0,5uL de Primer R; 0,5uL de Primer
F; 0,10uL de Taq Platinum® e 2L de DNA (em torno de 200ng). Essas
amostras foram colocadas em um termociclador (Mastercycler,
Eppendorf®) e submetidas a uma desnaturacao inicial a 94°C por 5min
e, em seguida, a 30 ciclos de: 95°C por 45s, 56°C por 45s e 72°C por
60s; e um passo de extensdo final a 72°C por 7 min (Castelli et al.,
2010).

4.4.2 Analise do Produto Amplificado

Reagentes e Solugdes

1) Agua Ultrapura;

2) Solucdo de Acrilamida/Bis-acrilamida (29:1 - 29g de acrilamida,
Bioamerica®, e 1g de bis-acrilamida, Amresco®, diluidas em 100mL
H.0);

3) Tamp&o TBE 10X (Tris base 0,89M, Amresco®; Acido Borico 0,89M,
Vetec®; EDTA 0,2M, Vetec®);

4) Tampé&o TBE 1X (100mL do Tampé&o TBE 10X; 900mL H,0);

5) TEMED: tetrametiletilenodiamina (Amresco®);

6) Persulfato de Amonio 10% (Hexapur®);

7) Tampéo de Aplicacdo de Amostras (900.L de Bromofenol, Merck®;
900xL Xilenocianol, Sigma-Aldrich®; 900.L TBE; 4,5mL Ficoll 30%
diluido em H,0, Sigma-Aldrich®; 1,8mL EDTA 0,5M pH 8,0, Vetec®;
3,69 Sacarose, Merck®);

8) Formaldeido (Amresco®);

9) Peso Molecular de 100pb (BioLabs®).

Procedimento

Os produtos amplificados (nos tamanhos de 597 pb para as
deleces e de 611 pb para as insercBes) foram visualizados através de
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 7%. Estes géis foram
feitos adicionando: 21mL de H,O; 6mL de Solucdo de Acrilamida/Bis-
acrilamida; 3mL de TBE 10%; 35uL de TEMED e 350uL de Persulfato
de Amonio 10%. Essa solucdo foi colocada entre as placas de vidro e,
apo6s a polimerizagdo do gel, as placas foram encaixadas na cuba de
eletroforese. As amostras foram preparadas da seguinte forma: 5uL de
produto de PCR; 2uL de Tampdo de Aplicacdo de Amostras e 3uL de
H,0; e, posteriormente, aplicadas no gel. No primeiro poco foi colocado
0 padrdo de peso molecular de 100 pb para, posteriormente, ser
comparado com as bandas amplificadas. A corrida foi realizada, durante
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3 horas, e a fonte de eletroforese (CBS, Scientific Company, Modelo
EPS 4000) foi regulada de maneira que, a Voltagem (V) ficou fixa em
160 e, a Amperagem (mA) e a Poténcia (W) ficaram livres.

4.4.3 Coloracdo com Nitrato de Prata
Os géis foram retirados das cubas e corados com Nitrato de
Prata para a visualizacdo dos fragmentos de DNA.

Reagentes e Solugdes

1) Solucdo de Nitrato de Prata (10g de Nitrato de Prata, Vetec®;
100mL de H,0O. Dissolver o nitrato de prata em uma parte da agua e
depois completar com o restante, manter a solucdo ao abrigo da luz -
volume final 100mL);

2) Solucdo Fixadora (160mL de Etanol Absoluto, Merck®, 7mL de
Acido Acético Glacial, Nuclear® e 833mL de H20 - volume final 1L);
3) Solucdo Reveladora (22,59 de NaOH, Merck®; 1L de H,O. Dissolver
em um agitador o Hidréxido de Sddio em uma parte da agua e depois
completar com o restante - volume final 1L. Na hora da coloragéo
adicionar 1mL de Formaldeido para cada 100mL da solucao).

Procedimento

1) Fixacao: Apos a retirada das placas de vidro e dos espagadores o gel
foi colocado em um recipiente de vidro contendo 100mL de Solugdo
Fixadora por 10 min;

2) Impregnacao com Nitrato de Prata: Adicionou-se 2,0mL de Solugédo
de Nitrato de Prata, e agitou-se por 5 minutos. A solucdo foi entdo
descartada e o gel lavado em agua quente por cerca de 10 segundos,
agitando levemente e, ao final, descartando a agua;

3) Revelacdo: A Solugdo Reveladora foi adicionada cuidadosamente no
recipiente contendo o gel, que foi submetido a agitacdo por alguns
minutos até que as bandas aparecessem nitidamente. A solugéo foi pré-
aquecida em estufa a 65°C, para facilitar a reacdo de coloracéo;

4) Bloqueio da Reacdo: Apds o gel ter sido revelado, a solucdo
reveladora foi descartada e a reagdo bloqueada com a lavagem direta do
gel em 100mL de Solucéo Fixadora;

5) Secagem do Gel: Apds a leitura, todos os géis passaram por um
processo de secagem simples para que pudessem ser armazenados para
andlises e confirmacles posteriores. Duas folhas de papel celofane
foram molhadas; uma placa de vidro, com a area maior que a do gel, foi
coberta com uma das folhas; o gel foi colocado sobre a placa com o
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celofane sem deixar bolhas; o gel foi entdo bem molhado e coberto com
a outra folha de celofane, também com cuidado de ndo deixar bolhas;
este gel foi deixado secando a TA por dois ou trés dias até a secagem
completa, sendo entdo destacado, devidamente identificado e arquivado.

4.4.4 Leitura dos Resultados no Gel

O modo de visualizacdo dos fragmentos de DNA, para a
deteccdo e anotacdo do polimorfismo de 14pb do gene HLA-G, esta
representado na figura 7. Nessa figura, é possivel observar a presenca de
uma insercdo (1), uma delecéo (2) e uma insercdo/delecéo (3).
Figura 7. Gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata. O gel digitalizado

ilustram bandas que apresentam uma inser¢do (1), uma delecdo (2) e uma
insercdo/delecdo (3), devido a diferentes tamanhos dos fragmentos de DNA.

!~ -
w1

=> 6l1lpb

=> 597pb

4.5 GENOTIPAGEM ALUYHG

Reagentes e SolucGes
1) Agua Ultrapura gsp. 25pL;
2) dNTPs 0,2mM de cada (100mM, Invitrogen®);
3) MgCI2 1,5mM (50mM, Invitrogen®);
4) DMSO 5% (98%, dimetilsulfoxido Merk®);
5) Tampdo de PCR 0,8X (10X, 0,2M Tris-HCI pH 8,5; 0,5M KClI;
Invitrogen®);
6) Primer Forward 3pmol (10pmol AluyHGR, IDT®);
7) Primer Reverse 3pmol (10pmol AluyHGF, IDT®);
8) Taq DNA Polymerase Platinum 1U/uL (5U/ uL; Invitrogen®).
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Procedimento

Para a reacdo de amplificacdo foram adicionadas as
concentragBes mencionadas acima em tubos de 0,6mL (tipo eppendorf)
e adicionados 2uL de DNA gendmico da amostra desejada. Essas
amostras foram colocadas em um termociclador (Mastercycler,
Eppendorf®) e submetidas a uma desnaturacdo inicial a 94°C por 5
minutos e, em seguida, a 30 ciclos de: 95°C por 45s, 56°C por 45s e
72°C por 60s; e um passo de extensdo final a 72°C por 7 minutos
(Castelli et al., 2010).

4.5.1 Leitura dos resultados no gel

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose em concentragdo de 1% (95V, 30 minutos) em presenca do
corante fluorescente GelRed™. Para a corrida eletroforética se utilizou:
tampdo TBE 0,5X (50mL de TBE 10X; 950mL de agua), sendo que as
mesmas concentracdes foram utilizadas para preparacdo do gel. Apos a
eletroforese o gel foi submetido & luz UV para visualizacdo da regido
génica amplificada, tendo posteriormente suas imagens capturadas pelo
fotodocumentador DNR-Bio-Imaging Systems MiniBIS PRO® através
do software GelCapture®©, que foram entdo analisadas (Figura 8).

Figura 8 - Gel de agarose a 1%, na presenca do corante fluorescente GelRed™.
Podem-se visualizar fragmentos de DNA de diferentes tamanhos, 540 pb
(presenga da inser¢do AluyHG) e 218 pb (auséncia da inser¢do AluyHG), apds
corrida eletroforética de 30minutos, a 90V. O gel digitalizado ilustra a presenca
de uma delecdo (raia 1), uma insercéo (raia 2) e uma insercéo/delecdo (raia 3).
@ ==> 540 pb

—> 218 pb
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4.6 ANALISE DA SEQUENCIA DE DNA DA REGIAO 3°UTR
4.6.1 Purificacdo das Amostras

Reagentes e Solugdes

1) Exonuclease | (EXO, 10u/puL, GE Healthcare®);

2) Fosfatase Alcalina de Camar&o (SAP, do inglés Shrimp Alkaline
Phosfatase, 1U/uL, GE Healthcare ®);

Procedimento

Os produtos de PCR foram purificados através do uso das
enzimas Exonuclease | (EXO) e Fosfatase Alcalina de Camardo (SAP)
para a degradacdo do excesso de primers e para desfosforilar os dNTPs
ndo incorporados. Para isso foram adicionados, em um tubo de 0,2uL
(tipo eppendorf), 0,5uL de EXO, 0,5uL de SAP, e 9uL de produto de
PCR. As amostras foram colocadas em um termociclador e submetidas a
um ciclo de reacdo de 37°C por 60min e 75°C por 15 minutos.

4.6.2 PCR para a Reacdo de Sequenciamento

A reacdo de PCR foi realizada utilizando o reagente BigDye®
versdo 3.1 e o primer reverso (HLAGS8R), anteriormente descrito. Este
Gltimo foi utilizado, devido ao polimorfismo InDel, com o intuito de
evitar o desalinhamento das sequéncias em amostras heterozigotas para
esse polimorfismo.

Reagentes e Solugdes

1) Agua Ultrapura;

2)Primer Reverse diluido 5pM (HLAGR,5’- TCT TCT GAT AAC ACA
GGAACT TC-3));

3) Corante BigDye® Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kits (Applied
Biosystems®);

4) Tampdo BigDye® Terminator Sequencing Buffer 5X (Applied
Biosystems®);

Procedimento

Para a reacdo de amplificacdo foram adicionados em cada
poc¢o de uma placa de 96 pocos: 1,0uL de Primer R diluido; 1,0uL de
fluoréforo BigDye®, 1,5uL Tampédo BigDye® e 6,5uL de produto de
PCR purificado. Essas amostras foram colocadas em um termociclador
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(Veriti 96-well Thermal Cycler, Applied Biosystems®) e submetidas a
uma desnaturacdo inicial a 96°C por 10s e, a seguir, a 25 ciclos de: 96°C
por 10s; 50°C por 5s e 60°C por 4min.

4.6.3 Precipitacéo das Amostras

Reagentes e Soluctes

1) Solugdo de Acetato de SOdio/EDTA, TA; (Acetato de Sodio 125mM,
Sigma-Aldrich®; pH 8,0);

2) Etanol Absoluto, TA (Merck®);

3) Etanol 70%, TA (Merck®).

Procedimento

A precipitacdo dos produtos de PCR purificados foi feito da
seguinte maneira: em cada pogo (nos quais estavam os 10uL da PCR de
sequenciamento) foram adicionados 2,5uL da Solucdo de Acetato de
Sédio /EDTA, a placa foi agitada e, em seguida, foram adicionados
25uL de Etanol Absoluto. Em seguida, a placa foi centrifugada
(Centrifugue 5804R, Eppendorf®) a 2880g (4000 rpm) por 45 minutos a
TA. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi removido por inversdo e,
posteriormente, foram adicionados 150pL de etanol 70% em cada poco.
A placa foi agitada e submetida a uma nova centrifugacdo a 2880g
(4000 rpm) durante 15 minutos a TA. O sobrenadante foi removido por
inversdo e a placa foi deixada no escuro, overnight, para que todo o
etanol evaporasse.

4.6.4 Leitura do Sequenciamento das Amostras

Reagentes e SolucGes
1) Formamida Hi-Di (Invitrogen®).

Procedimento

Em cada poco da placa, foram adicionados 10uL de
Formamida e a placa foi centrifugada (Centrifugue 5804R, Eppendorf®)
a 500g (800 rpm) por 5min a TA. Em seguida, as amostras foram
submetidas a um processo de desnaturacdo, em termociclador
(Mastercycler, Eppendorf®), a 95°C durante 20 minutos. Apés a
desnaturacdo, a placa foi colocada no sequenciador para ser lida. As
amostras foram sequenciadas em um sequenciador ABI 3130 (Applied
Biosystems®).
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4.6.5 Analises das Sequéncias

A analise direta das sequéncias de DNA, da regido 3’UTR, foi
realizada, através do software Chromas Lite®, para a investigacdo de
todos os pontos de variacdo existentes na regido. As variagbes mais
conhecidas para essa regido sdo os polimorfismos SNPs: +3001 T/C
(rs567747016), +3003 T/C (rs1707), +3010 C/G (rs1710), +3027 A/C
(rs17179101), +3035 C/T (rs17179108), +3142 G/C (rs1063320),
+3187 A/G (rs9380142), +3196 G/C (rs1610696) e +3227 A/G
(rs1233331). A identificacdo dos polimorfismos foi realizada através da
interpretacdo dos cromatogramas (Figura 9). Os SNPs de cada amostra
foram anotados individualmente em uma planilha de Excel para as
analises posteriores.

Figura 9. Cromatografia resultante do alinhamento de uma das amostras
sequenciadas. Nesta ilustracdo, estdo representados os SNPs +3003 (Y) e
+3010 (S). Para o primeiro SNP (Y), o individuo em questdo é homozigoto (TT,
cor vermelha) enquanto que, para o segundo SNP (S) é heterozigoto (GC, cores
preta e azul, respectivamente).
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4.7 TRATAMENTO DOS DADOS E ANALISE ESTATISTICA

4.7.1 Aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg
Segundo o teorema de Hardy-Weinberg, as frequéncias

genotipicas esperadas no equilibrio podem ser estimadas a partir da
expansédo do seguinte bindmio:
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(x, +X, P =x.> +2%,X; +2X,°
Na qual:
xi? é a frequéncia esperada dos homozigotos do alelo i;

2 xix; € a frequéncia esperada do heterozigoto ij;
2x,~2 é a frequéncia esperada dos homozigotos para o alelo j.

A aderéncia das frequéncias genotipicas observadas as
proporcBes tedricas de Hardy-Weinberg foi verificada através do
programa GENEPOP®, versdo 3.4 (Raymond & Rousset, 1995). Foram
realizados trés testes baseados na hipotese nula de unido aleatéria dos
gametas: teste exato de probabilidade, teste para deteccdo da deficiéncia
e para detecgdo do excesso de heterozigotos.

No teste exato de probabilidade, o valor de p corresponde a
soma de probabilidades de todas as tabelas com probabilidade menor ou
igual ao observado. O segundo e o terceiro sdo testes mais sensiveis do
gue o de probabilidade e utilizam uma hipotese alternativa (H1) de
excesso ou de deficiéncia de heterozigotos, respectivamente.

4.7.2 Estimativas das Frequéncias Alélicas e Genotipicas

As frequéncias alélicas (x;) e genotipicas (X;;) de cada locus,
em casos e controles foram estimadas utilizando-se o programa
GENEPOP® (Raymond & Rousset, 1995) versdo 3.4 (disponivel em
http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop), de acordo com as seguintes
equacoes:

X.

B 2n; +Znij X — n;
2n e n
Nas quais:
Xj € a frequéncia do alelo “i”;
Xii € a frequéncia do genotipo “ii”;
ni € nj correspondem ao numero de homozigotos e heterozigotos
observados para o alelo i, respectivamente;
n corresponde ao nimero de individuos analisados.

4.7.3 Andlises de Associagéo

A associagdo dos gendtipos e hapldtipos com a
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susceptibilidade a AR foi verificada com base em tabelas de
contingéncia 2x2, através do indicador de Odds Ratio (OR) ou razdo de
chances, adotando-se um Intervalo de Confianca (IC) de 95% e
considerando-se p=0,05 como o valor limite de significancia (Woolf,
1955). A OR foi calculada por meio da seguinte equacdo:

OR = (ad)/(bc)

Na qual:

a é o ndmero de individuos que apresentam o fator de risco e o
resultado de interesse;

b é o nimero de individuos que apresentam o fator de risco, mas ndo o
resultado de interesse;

¢ é 0 nimero de individuos que ndo apresentam o fator de risco, mas
apresentam o resultado de interesse;

d é o nimero de individuos que ndo apresentam o fator de risco nem o
resultado de interesse.

A OR é utilizada para representar 0 aumento das chances de
determinado resultado devido a presenca de um fator de risco. Para este
teste foi utilizado o software HDS Epimax Table Calculator (Health
Decision Strategies, 2012).

4.7.4 Desiquilibrio de Ligacao

A analise de desequilibrio de ligacdo (LD, do inglés Linkage
Desequilibrium), combinagdo ndo ao acaso de alelos em diferentes loci,
foi realizada utilizando-se o programa GENEPOP®, versdo 3.4
(Raymond & Rousset, 1995). A hipétese nula é a de que a distribuicdo
genotipica em um locus é independente da distribuicdo em outro locus.
A verificacdo da ocorréncia ndo aleatéria de certas combinaces alélicas
foi realizada pela seguinte férmula:

Agp = Pab — PaPb

Na qual:

Aqp € 0 valor do desequilibrio de ligacao;

Pas € a frequéncia observada de um haplétipo;

Pa € a frequéncia observada do alelo a de um dado locus;
pp € a frequéncia observada do alelo b de um outro locus;
PaPp € a frequéncia esperada de um hapldtipo ab.
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O desequilibrio de ligacdo pode assumir valores no intervalo
de -1,0 a +1,0, sendo que os valores negativos indicam a repulsdo entre
o0s alelos em questdo, os valores positivos indicam o acoplamento e, o
valor zero indica a auséncia de desequilibrio de ligagao.

4.7.5 Inferéncia de Haplotipos

A inferéncia de hapl6tipos (h), equivalente & heterozigose em
dados diploides, foi estimada considerando a frequéncia dos hapl6tipos.
As férmulas da inferéncia de hapl6tipos (h) e seu desvio padrdo (DP)
séo:

)
or- {2 bo-2lser oS xn - (20

Nas quais:

p; € a frequéncia do haplotipo i;

n é o nimero de cromossomos da amostra;
k € 0 nimero de hapl6tipos.

N

Os célculos foram realizados através do programa PHASE
(Stephens et al., 2001). Para esses calculos, foram considerados apenas
os haplétipos cuja probabilidade foi maior ou igual a 90%, As amostras
gue ndo apresentaram esse valor foram excluidas das analises. As
frequéncias haplotipicas foram calculadas da mesma forma que as
alélicas e genatipicas.
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5 RESULTADOS
5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Os 230 individuos que compdem a amostra deste estudo,
sendo 115 pacientes e 115 individuos-controle, residem no estado de
Santa Catarina. Nos casos em que dois individuos possuiam algum grau
de parentesco, um deles foi excluido desse estudo. Os dois grupos,
pacientes e individuos-controle, para a realiza¢do dos testes estatisticos,
de acordo com a faixa etéria e se procurou equilibrar o género entre 0s
grupos, conforme a tabela 2.

Tabela 2: Classificacdo da amostra, de acordo com o sexo e idade, entre
pacientes com artrite reumatoide (casos) e individuos sem a doenca (controle).

Dados Epidemioldgicos (r?jlsgg) Controles (n=115)
Género
Feminino 102 97
Masculino 13 18
Faixa etaria
(Média + SD) 54,42 +12,65| 5250+1234

n: nimero amostral; Média: média entre as amostras; SD: desvio padréo da
média.

5.2 ANALISES ESTATISTICAS

Através da analise das sequéncias de DNA, da 3’UTR do gene
HLA-G foram observados dez sitios polimérficos (14pb Del/In, +3001
C/T, +3003 C/T,+3010 G/C, +3027 A/C, +3035C/T, +3142 GI/C,
+3187 A/G,+3196 G/C e +3227 A/G) e um polimorfismo de
presenca/auséncia  (que  chamaremos  de insercdo/delecéo,
respectivamente) da regido intergénica AluyHG, em pacientes e
individuos-controle. A partir disso, foram realizadas as seguintes
andlises estatisticas: equilibrio de Hardy-Weinberg, frequéncias alélicas
e genotipicas (para casos e controles), andlises de associa¢do para 0s
dados genéticos e presenca ou auséncia dos fatores de risco na
populacdo de casos, desequilibrio de ligacdo, diferenciacdo de
populagdes, inferéncia de hapldtipos e analises de associacao.
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5.2.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg

As distribuicBes das frequéncias dos sitios polimorfismos da
3’UTR do gene HLA-G em casos e controles estavam de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), exceto o locus 14pb In/Del para
0 grupo de pacientes (p=0,023) e o locus AluyHG In/Del, que apresentou
desvio significativo para o grupo controle (p=0,018) (apéndice A).

5.2.2 Frequéncias Alélicas, Genotipicas e Analises de Associacado

Os resultados obtidos apds os calculos das frequéncias alélicas
e genotipicas de casos e controles estdo descritos na tabela 3. Os valores
significativos obtidos sdo mostrados na tabela 4, os demais resultados,
incluindo frequéncias alélicas e genotipicas, sdo representados no
apéndice A.

Tabela 3: Valores de p significativos para os célculos de associacdo (OR) entre
a presenca dos polimorfismos e o desenvolvimento da artrite reumatoide.

Polimorfismo OR p IC
+3196 (rs1610696)
GC 2,387 0,026* 1,101-5,228
AluyHG (AF055066)
Ins 0,524 0,006* 0,328-0,836
Del 1,907 0,006* 1,196-3,048
InsDel 0,441 0,006* 0,244-0,795
DelDel 2,466 0,002* 1,371-4,445

Frequéncias e associagdes (GENEPOP e HDS Epimax); n: nimero amostral;
OR: odds ratio; IC: intervalo de confianca; p: probabilidade.

Foi realizada a analise de modelos de heranca com o objetivo
de identificar mecanismos envolvidos com o risco da presenga desses
polimorfismos e o desenvolvimento da AR. Dois modelos foram
analisados: 0 modelo aditivo, onde se considera a presenca do alelo
tanto em homozigotos como em heterozigotos; e o0 modelo
multiplicativo, o qual também considera a presenca do alelo em ambos,
homozigoto e heterozigoto, porém da mais peso para a presenca em
homozigose. Os resultados significativos dos modelos genéticos de
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adicdo e multiplicativo sdo mostrados na tabela 4, a tabela completa esta
apresentada no apéndice B.

Entre os dados epidemiolégicos, o habito tabagista é
considerado um fator de risco para a manifestacdo da AR. Sua anélise
foi realizada nesse estudo e esta descrita no apéndice C.

Os dados clinicos considerados, neste estudo, como fator
reumatoide (FR), proteina C reativa (CRP) e velocidade de
hemossedimentacdo (VHS), fatores de risco para o desenvolvimento e a
gravidade da AR, estdo descritos na tabela 5.

Tabela 4: Valores de p significativos para as analises de modelos de heranca
genética para os polimorfismos do gene HLA-G e insercdo AluyHG em
pacientes e individuos-controles.

Andlise
Gene/SNP Modelo de Heranga
OR p 1C(95%)
... . 2*2*G+GC|0,658 0,011* 0,476 -0,909
+3010  Multiplicativo
2*2*C+GC (1,519 0,011* 1,100 - 2,099
... 2*2*G+GC|1,435 0,029* 1,036-1,988
+3142  Multiplicativo
2*2*C+GC | 0,697 0,029* 0,503 - 0,965
Aditivo DD+IDxIl | 0,402 0,002* 0,266 -0,714
AluyHG L 2*2*1+ID |0,465 0,000* 0,306 - 0,704
Multiplicativo
2*2*D+ID | 2,152 0,000* 1,421 - 3,264

Associacdes (GENEPOP e HDS Epimax); OR: odds ratio; IC: intervalo de
confianca; p: probabilidade.

Tabela 5: Frequéncias dos dados clinicos fator reumatoide (FR), proteina C
reativa (CRP) e velocidade de hemossedimentacdo (VHS) analisadas em
pacientes com AR.

Positivo Frequéncia Negativo Frequéncia  Total
FR 51 54,255 43 45,745 94
CRP 48 50,000 48 50,000 96
VHS 65 66,327 33 33,673 98

Critérios de classificagdo para positividade: FR superior a 20 1U/mL; CRP
superior a 5 mg/L; VHS superior a 19 mm/h (hora).

Os resultados obtidos ap6s os calculos das frequéncias alélicas
e genotipicas, na populacao de casos, dos dados clinicos que indicam a
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gravidade da AR (fator reumatoide, proteina C-reativa e velocidade de
hemossedimentacdo) que obtiveram dados significativos estdo
representados na tabela 6. As tabelas com resultados completos estédo
representados nos apéndices E, F e G, respectivamente.

Tabela 6: Valores de p significativos para as andlises de dados clinicos e
frequéncias alélicas e genotipicas em pacientes com AR.

D?.C_iO Polimorfismo OR p IC
Clinico
+3010 (rs1710)

1,114-

* 1
GG 4,685 0,032 22 660

FR +3196
(rs1610696)

0,150-

* H
GC 0,388 0,049 0,096

+3196
(rs1610696)

0,115-

* 1
CRP GC 0,301 0,011 0.781
1,065-

* H
ccC 2,713 0,035 6,986

+3003 (rs1707)

0,088-

* 1
VHS C 0,296 0,042 0,966
1,035-

* 1
T 3,382 0,042 11,342

Critérios de classificagdo para positividade: FR superior a 20 1U/mL; CRP
superior a 5 mg/L; VHS superior a 19 mm/h (hora).
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5.3 Desequilibrio de Ligacao

A andlise das probabilidades de segregacdo entre sitios polimérficos foi realizada pelo teste de
desequilibrio de ligacdo (LD). Os onze sitios polimorficos, considerados par a par, permitiram 55 comparages em
ambos os grupos. No total, em 26 comparagdes ndo foram observadas associagdes entre os loci e em 29 foram
observadas associagdes (tabela 7).

Tabela 7: Probabilidade (p) do teste exato de desequilibrio de ligagdo para os onze sitios polimdrficos detectados em pacientes e
individuos-controle (p<0,05).
14pb  +3001 +3003 +3010 +3027 +3035 +3142 +3187 +3196 +3227 AluyHG
ID CIT CIT GIC AIC CIT GIC AIG GIC AIG ID

14pb 1D -

+3001 C/T 0,708 -

+3003C/T  0,001* 1,000 -

+3010 G/C  <0,001* 0,122 <0,001* -

+3027 A/IC  0,003* 1,000 0,903 0,350 -

+3035C/T  <0,001* 0,195 0,637 <0,001* <0,001* -

+3142 G/C  <0,001* 0,100 <0,001* <0,001* 0,064 <0,001* -

+3187 A/IG  <0,001* 1,000 0,028* <0,001* 0,231 0,003* <0,001* -

+3196 G/C  <0,001* 1,000 0,607 <0,001* 0,164 <0,001* <0,001* <0,001* -

+3227 AIG 0,128 1,000 1,000 0,046* 0,238 0805 0,057 0,104 0,190 -
AluyHG ID  <0,001* 1,000 0,015 <0,001* 0,413 0,033* <0,001* <0,001* 0,019* 0,204 -
Desequilibrio de ligagdo (GENEPOP). Os valores significativos estdo anotados com *.

Polimorfismos
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5.4 DIFERENCIACAO GENETICA DAS POPULACOES

A diferenciacdo genética entre as populagdes de casos e
controles foi testada a partir dos onze loci polimorficos, dos quais o loci
AluyHG apresentou resultado estatisticamente significativo em relagdo a
distribuicdo das frequéncias génicas (p=0,008) e em relacdo a
distribuicdo genotipica (p=0,004) (Tabela 8).

Tabela 8: Diferenciagdo génica e genotipica baseadas nos 11 loci estudados.
Casos x Controles

Loci . A Diferenciacdo
Diferenciagéo génica (p) genotipica (p)

14pb 0,564 0,557
+3001 0,342 0,341
+3003 0,874 0,879
+3010 0,137 0,105
+3027 0,182 0,173
+3035 0,893 0,892
+3142 0,201 0,184
+3187 0,299 0,267
+3196 0,278 0,286
+3227 0,786 0,778
AluyHG 0,008* 0,004*

*Valores significativos (p<0,05).
5.5 INFERENCIA DE HAPLOTIPOS

Devido ao namero reduzido de leituras para os polimorfismos
+3001, +3196 e +3227, os quais foram parcialmente sequenciados para
0 grupo de individuos-controle por trabalho anterior no mesmo grupo de
pesquisa, a inferéncia de hapl6tipos foi realizada através de métodos
probabilisticos levando-se em consideracdo oito dos onze sitios
polimorficos (14pb Del/lns, +3003 T/C, +3010 C/G, +3027 C/A, +3035
CIT, +3142 C/G, +3187 A/G e AluyHG Del/Ins). O método PHASE foi
utilizado para a deducdo dos hapldtipos e estes foram nomeados de
acordo com a literatura existente.
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Para os polimorfismos analisados, algumas UTRs apresentam
a mesma configuracdo, como: UTRs 6, 12 e 19; UTRs 3, 10 e 20; UTRs
2 e 15; UTRs 16, 17 e 21. Vamos considerar aqui a UTR com
nomenclatura da primeira descri¢cdo, ou seja, a de menor nimero.

Os haplétipos observados e as suas frequéncias, em casos e
controles, estdo descritos com os polimorfismos do HLA-G na tabela do
apéndice H e no apéndice J os dados em conjunto com a regido
intergénica AluyHG. Apds a inferéncia de haplotipos, foi realizada a
analise das combinagfes haplotipicas de cada individuo, que sdo
apresentadas nas tabelas dos apéndices I, apenas SNPs do HLA-G, e K,
em conjunto com o loci AluyHG. Os resultados significativos para as
associagdes entre haplotipo e combinagbes haplotipicas com o
desenvolvimento de AR estdo apresentados nas tabelas 9 e 10,
respectivamente.

Tabela 9: Valores de p significativos para os haplétipos inferidos para 3"UTR
do HLA-G e o desenvolvimento da AR.

UTR Haplétipo OR p IC

UTR5 INSTCCTGA 2,174 0,048* 1,006 - 4,761

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianca; p: probabilidade

Tabela 10: Valores de p significativos para as combinagdes haplotipicas para
3'UTR do HLA-G e o desenvolvimento da AR.

Combinacao Haplotopica OR p IC

UTR1 + UTR5 5,532 0,034* 1,098 - 37,579

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianca; p: probabilidade

As andlises de associacdo entre os hapl6tipos e combinagdes
haplotipicas em conjunto com a insercdo AluyHG ndo apresentaram
nenhum valor significativos. A tabela completa com os resultados esta
apresentada nos apéndices | e K, respectivamente.

Foi realizada a analise do modelo genético de heranca de
adicdo para esclarecer melhor os mecanismos que envolvem o0s
conjuntos dos polimorfismos encontrados nos individuos e o
desenvolvimento da AR. Os resultados significativos para o modelo
genéticos de adicdo sdo mostrados nas tabelas 11 e 12, as tabelas
completas estdo apresentadas nos apéndices L e M.
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Tabela 11: Valores de p significativos para as combinagdes haplotipicas para
3'UTR do HLA-G e o desenvolvimento da AR.

Analise
OR p 1C(95%)

UTR Modelo de Heranga

UTR5 Aditivo 55+5UxUU | 2,346 0,038* 1,043 - 5,341

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianga; p: probabilidade; U: outra UTR
qualquer que néo a destacada.

Tabela 12: Valores de p significativos para as combinagdes haplotipicas para
3'UTR do HLA-G em conjunto com a inser¢do AluyHG e o desenvolvimento da
AR.

Andlise
UTR+AIuyHG Modelo de Heranga OR 0 1C(95%)
.. 1Inslins+1InsUA x ~ 0311-
UTR1+ *Ins Aditivo UAUA 0,556 0,047 0,993
. 5Del5Del+5DelUA 0,998 -
UTRS5 + *Del  Aditivo « UAUA 2,247 0,050* 5123

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianga; p: probabilidade; UA: outro
conjunto de UTR e AluyHG qualquer que ndo o destacado.
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6 DISCUSSAO
6.1 DADOS GENICOS E GENOTIPICOS

O gendtipo heterozigoto +3196*GC apresentou risco para 0
desenvolvimento de AR, como exposto na tabela 3. Dos estudos publicados até
0 presente momento, o alelo +3196*G foi associado com a presenga de rash
discoide em pacientes com lUpus eritematoso sistémico (LES) (Catamo et al.,
2015). Sugere-se que o alelo *G seja responsavel por uma menor producdo de
HLA-G na pele onde se encontra o rash discoide, com uma regulacdo negativa
no local da inflamag&o. E importante ressaltar que o nimero de homozigotos
+3196*GG ¢é baixo no presente estudo (6 pacientes e 5 controles, Apéndice A),
0 que dificulta a associacdo estatistica, caso ela exista.

Sabe-se que o polimorfismo +3196 se encontra proximo a uma
regido com motivos ricos em AU, regido onde proteinas interagem e atuam na
regulacdo e estabilidade do RNA mensageiro (mMRNA) (Figura 10). Bases
préximas aos motivos ricos em AU podem afetar a ligacdo dessas proteinas,
degradando o mRNA mais rapidamente e, consequentemente, diminuindo a
expressdo do HLA-G (Catamo et al., 2015; Porto et al., 2015; Yie et al., 2008).
Embora este polimorfismo tenha sido pouco avaliado em estudos de associagdo
com doengas autoimunes, ou mesmo outras doencas, a associa¢do encontrada
no presente estudo, somada ao resultado de associagdo com LES, pode ser um
indicativo de que este polimorfismo pode afetar esta regido e sua ligagdo com
proteinas e, consequente estabilidade do mRNA. Porém, mais estudos e com
um tamanho amostral maior sdo interessantes para esclarecer melhor a
associacdo do alelo +3196*G ou seu gen6tipo homozigoto com a expressédo da
molécula HLA-G. Os dados indicam provavel acdo na reducdo da estabilidade
do mRNA e consequentemente baixa expressao da molécula.

A regido intergénica AluyHG apresentou risco para 0
desenvolvimento da doenca com o alelo *Del, gen6tipo homozigoto *DelDel e
no modelo multiplicativo *Del+InsDel, como demonstrado nas tabelas 3 e 4. O
polimorfismo de inser¢do apresentou resultados de protecdo contra o
desenvolvimento da doenga, com as associacdes: alelo *Ins, gendtipo
heterozigoto *InsDel, modelo aditivo *DelDel+InsDel x Insins e modelo
multiplicativo *Ins+InsDel.

Por ser uma regido intergénica, o AluyHG ndo teria henhum tipo de
produto génico, como RNA ou proteina, devendo as associa¢des encontradas
estarem relacionadas com outras regibes proximas a essa regido. Segundo
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Castelli 2009, a inser¢do do elemento AluyHG esta em desequilibrio de ligacdo
com a UTR1, assim, seria possivel hipotetizar que a prote¢do encontrada esta
associada a UTR1 e ndo a regido intergénica, sendo que essa UTR protegeria o
individuo para o desenvolvimento da doenca enquanto que as demais UTRS,
em geral, confeririam risco. Como serd ainda discutido, foi encontrada
associacdo com a UTR1, quando em conjunto com a presenca da insercdo da
regido AluyHG. Embora ndo possamos descartar que esta associa¢do possa ser
devido a desequilibrio de ligacdo com outros genes e regifes proximos.

O polimorfismo +3010*GC, localizado préximo ao cédon de parada
do mRNA, apresentou associagcdo para 0 desenvolvimento da doenga no
modelo multiplicativo, com protecdo para *G+GC e risco para *C+GC. Os
micro RNAs (miRNA) possuem a capacidade de se ligar ao mRNA, onde
podem desestabilizar ou até mesmo clivar este, reduzindo a sua expressao
(Bartel, 2009; Fabian et al., 2010). Foram identificados in silico alguns
miRNASs que poderiam se ligar a essa regido, como 0 miR-193a-5p, miR-5001-
5p e miR-6510-5p, com uma maior afinidade pelo nucleotideo *C (Figura 10)
(Foti et al., 2014).

Para o polimorfismo +3142*GC, foram encontradas associagdes
com 0 modelo multiplicativo para *G+GC, com risco, e *C+GC, com protecdo
para o desenvolvimento de AR. O alelo *G foi associado com o risco para 0
desenvolvimento de lGpus eritematoso sistémico (LES), com o pressuposto de
gue a regido se torna mais suscetivel & ligagdo de miRNAs quando esse
polimorfismo esta presente, tornando 0 mRNA do HLA-G menos estavel e
reduzindo sua expressdao (Tan et al., 2007; Lee et al., 2014). Entre miRNAs
gue podem se ligar a regido, temos: miR-152, miR-148a-3p e miR-148b-3p,
todos com maior afinidade pelo alelo *G (Figura 10) (Foti et al., 2014).

Sabe-se que a AR esta bastante relacionada a atividade inflamatéria,
e moléculas que reduzem esta resposta, como o HLA-G, poderiam estar
associadas com a protecdo a AR (Foti et al., 2014; Mclnnes & Schett, 2011).
Assim, estes dados suportariam a hipdtese de associacdo encontrada no
presente estudo, mostrando que polimorfismos com maior interacdo com
MiRNASs (+3110*C e +3142*G), que possivelmente desestabilizam 0 mMRNA,
reduzindo a traducdo, estdo associados ao risco de desenvolvimento da doenga.
Enquanto que, polimorfismos com menor afinidade a miRNAs (+3110*G e
+3142*C), que provavelmente estdo associados com um mRNA mais estavel
e, consequentemente, maior traducdo, estdo associacdo com a protecdo a AR
(Porto et al., 2015).
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6.2 DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Apesar de ndo termos encontrado uma associacdo entre o habito
tabagista e a AR neste estudo e em anteriores de nosso grupo de pesquisa
(Farias et al., 2013), sabe-se que existe uma estreita relacdo entre ambos.
Fumar é o principal fator de risco ambiental, para diversas doencas
autoimunes, inclusive para AR, onde os fumantes apresentam titulos mais altos
de FR e pior prognostico em termos de incapacidade, dano radiografico e
reposta ao tratamento (Boyer et al., 2011). Acredita-se que as toxinas contidas
no cigarro modulem o sistema imune, causando uma redugdo na quantidade de
células NK, deprimindo a imunidade mediada por células e levando a uma
disfungdo dos linfécitos do tipo T (Masdéttir et al., 2000; Scott et al., 2013;
Sugiyama et al., 2010).

Assim, sabendo-se que a redugdo de celulas NK periféricas

(subpopulacdo de NK CD56b”9ht) possa se dar pela relagdo direta de seus
receptores KIR2DL4 com moléculas HLA-G, estudos com um maior controle
na obtencdo destes dados, principalmente com relacdo a ex-fumantes,
poderiam, ou ndo, revelar uma associa¢do positiva com o polimorfismo do
gene HLA-G (Carosella et al., 2008; Donadi et al., 2011).

6.3 DADOS CLINICOS E DADOS GENICOS E GENOTIPICOS

Os testes de fase aguda (FR, CRP e VHS) sdo marcadores de
inflamagdo utilizados no monitoramento da atividade da doenca e resposta a
tratamento (Farng & Friedrich, 2011). Neste estudo os elevados valores de FR,
CRP e VHS estdo presentes em 54,25%, 50% e 66,33% dos pacientes de AR,
no entanto estas frequéncias sao inferiores a outro estudo no qual VHS e CRP
estdo presentes em mais de 70% dos pacientes com AR (Mota et al., 2010).

Dentre os dados clinicos analisados, foram encontradas as seguintes
associagdes: para o FR positivo, risco para o agravamento da doenga com o e
genotipo +3010*GG e protecdo para o gendtipo heterozigoto +3196*GC; para
a CRP positiva, risco com o gendtipo +3196*CC e protecdo para +3196*GC; e
para a VHS, risco com o alelo +3003*T e prote¢do para +3003*C.

Alguns dados podem parecer controversos, como 0O risco para o
genétipo +3010*GG no FR positivo, enquanto que o alelo +3010*G conferiu
protecdo (descrito acima). Podemos supor que esse polimorfismo, apesar de
ndo estar envolvido no desenvolvimento e manifestacdo da doenga, colabore
com formacdo da inflamacéao e no agravamento dos sintomas de fase aguda.

65



KARASIAK 2015 Discusséo

O polimorfismo +3196 com o genétipo heterozigoto *GC apresentou
risco para a manifestacdo e o desenvolvimento da doenca e protecdo para a
presenca dos dados clinicos FR e CRP. Esses dados poderiam indicar que o
polimorfismo estd associado ao desenvolvimento da doenga, mas ndo o seu
agravamento. O fato do genoétipo heterozigoto ter sido associado pode ser
relacionado ao nimero amostral do trabalho, como discutido acima, e para que
pudéssemos detectar uma associacao alélica ou com genétipos homozigotos,
seria ideal aumentar o esforco amostral.

Durante a andlise dos dados gerados por este trabalho, notamos que
existe uma falta de padronizagdo na coleta de dados clinicos dos prontuérios
dos pacientes, pelo simples fato de que esses individuos realizam inimeros
exames laboratoriais para o monitoramento da doenca. Da mesma forma, a
bibliografia disponivel que sugere o uso destes dados em estudos de associacao
genética ndo deixa claro como 0s mesmos sdo coletados e ndo discutem com
exames que sao realizados de forma recorrente e que apresentam dados
bastante variados, dependendo do estado pontual da doenca no paciente, devam
ser considerados. Assim, a falta de padronizacdo nessa coleta pode levar a
associagdes espurias, e a falta de comparacdo com dados da literatura deixa
claro que precisamos analisar estes dados com cautela.

6.4 DADOS HAPLOTIPICOS

Ap6s a inferéncia de haplotipos, foram identificadas 8 diferentes
UTRs na populagdo analisada, UTR1, UTR2, UTR3, UTR4, UTRS5, UTRS6,
UTR7 e UTR8. As UTRs encontradas sdo as mais frequentes na populacéo
brasileira (frequéncia maior que 1%) (Castelli et al., 2010).

A UTRL1, quando em conjunto com a presenca da inser¢do da regido
AluyHG, conferiu protecdo para o desenvolvimento da doenca. Como descrito
anteriormente, a insercdo conferia protecéo para o desenvolvimento da doenga,
porém, por se tratar de uma regido intergénica, seria plausivel supor que essa
estaria ligada a outra regido codificante (Castelli et al., 2009). Apesar de ter
sido conferida a associacdo com a UTR1, essa s6 foi constatada na presenca do
alelo AluyHG*Ins, sendo que a UTR1 + AluyHG*Del ou a UTR1 por si s6 ndo
foram associados a doenca. A regido AluyHG, entdo, pode estar associada a
outra regido, codificante ou UTR, do HLA ou até mesmo a outro gene proximo.

Para a UTR5 foi verificada associacdo de risco para o
desenvolvimento da doenca, também com risco para a combinagdo haplotipica
UTR1+UTR5 e no modelo aditivo para UTR5 e UTR5 + AluyHG*Del.
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A UTRS5 se diferencia da UTR7 apenas no polimorfismo +3027
(UTR5*C e UTR7*A), e para a UTR2 apenas no +3035 (UTR5*T e UTR2*C),
podendo o conjunto +3027*C e +3035*T ser um alvo de microRNAs ou
outros fatores que diminuiriam a expressdo da molécula. Dentre alguns
miRNAs que se ligam preferencialmente a essa combinagdo temos: mir-1224-
5p e mir-187* (Figura 10) (Foti et al., 2014). Os polimorfismos +3027 e
+3035 néo foram profundamente discutidos, ndo se sabendo as suas influéncias
diretas na expressdo e modulacdo do mRNA.

Outra possibilidade para a UTR5 € a presenca do polimorfismo
+3142*G, o qual foi associado ao desenvolvimento de LES, como descrito
acima, reduzindo a estabilidade do mRNA do HLA-G pela ligagdo preferencial
de alguns miRNAs (Figura 10) (Foti et al., 2014).
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Figura 10. Alguns miRNAs que podem influenciar a expressdo do gene HLA-G ilustrados. Os sitios de variagdes da 3’UTR do
gene HLA-G em negrito.

intron 445 intron 357
J } 2540 2550 2560 J !v 2940 2950 2960 2970
e e | s ] e [ B [ S D e P e PN PPy e Yisrarsialisstorail mxste
AAGAAGAGCTCAG  ATTGAAAAGGAGGGAGCUACUCUCAGGCUGCAA  UGUGAAACAGCUGC GuGUGGGAcu"AGUGGcm«GwUCCC
“Stop mIR-508-3p
e Sgiaoa
miR-513b )
miR-602
mirR-5089-3p miR-296-3p )
2980 2990 3000 3010 3020 3030 3040 3050 A 3070 . 3080
Sl etes lisswine ) onssnilie R i by o] [ ey
UUUG UGACUUCAAUAF\CCCLCMCUYCUCUUUSLGC.«GAGA"CACCCC:\HCCCUGUC‘YCCMCCA\JGACCCUCLUC(‘UCA IGCUGAACUGCAUUCCUUCCCCAAUCACT
1707) (rs 1710) lﬂi’\nlnl) (rs17179108)
miR-5703 _u_mu_m.r&_ MIR-5189 265 +3027C ( >I0ISC
248+3027C s«
() —————————— miR-513 fes e3010c ___ MIR-1268b e
miR-193a-
P Ses +3010C miR-4689 fes +3008C
miR-5001-5p i ——fese303sc
R 248 +3027C miR-4516
miR-1293 Sss 22027 miR-6165 miR-6124 €
mR-4651 Pez +2027C miR-4725-3p
miR-4763-3p 2es 22027C
Les 7 +3035C R-6515-5p
" ’li’!!lm”!!'!&”ﬂz’!
miR-6510-5p
MIR-4514 = (..))
— faexprciedise
) miR-296-3p miR-3945
 es +3003C —tesc307ic __ miR-4510
miR-4653-3p—————— = "o miR-4481
% miR-3916 Zen 20330
miR-4507 S 0208 + cs 230350
mIR-3940-50 + o8 o30278 — =T hRea462
MIR-5787 ez 23003C 7 43070G (e M27C
f | ; | | 3160 3170 e 31]80 3190
UUUCCUGUUCCAGAAA GUCUCCGUCUCUGUCUCAAADUUGUGGUSCACU 0 CUUACUUCUGUAUU n:u‘\AUl))\uAp\U(‘U(‘n(‘bR }P;AA(J
rsG380142)
() = miR-6124 T — o
miR-148a-3p T =21420 Motivos ricos em AU —>
(...) —— miR-4514 Des +3142G
miR-139-3p miR-1485-3p $en 231420
3200 3210 3220 3230 32|40 32|50 3260 3270 3280 3290

ol | . .ee
.UCAAAUUAUUU( C:\AC!\(‘ACAUUGMU(‘(‘(’UUAAUUAN\(’C:\C‘AA AUUC

Fonte: adaptado de Porto et al., 2015.
68

-l ol
u(‘}'u\/\bUU(‘AGAG:\(‘)\AAAUAAA\UC('?\A :'\C'A[.ur\ﬁru\c UU



KARASIAK 2015 Conclusbes

7. CONCLUSOES

As pesquisas com HLA-G séo recentes, e a descricdo da
3’UTR e seus polimorfismos foi feita em 2010, assim ainda ha poucos
estudos e muitos polimorfismos desta (e de outras regides reguladoras)
gue continuam sem o devido esclarecimento em relacdo as suas
influéncias na regulacdo génica e estabilidade do mRNA (Castelli et al.,
2010).

Estudos que identifiquem fatores que modulam a expressdo do
MRNA do HLA-G devem ser aprofundados e investigados in vivo, como
a influéncia e interacdo dos miRNA, para que se possa compreender
melhor os mecanismos que agem sobre essas moléculas.

E preciso também entender os fatores ligados a regio rica em
AU préxima aos polimorfismos +3187, +3196 e +3227, para que se
possa estabelecer a relacdo desses SNPs com essas moléculas e como
elas afetam a estabilidade da molécula.

O presente trabalho apresentou dados que corroboraram com a
literatura existente até 0 momento, como o risco para o alelo +3142*G
no desenvolvimento da doenca, 0 gendtipo +3196*GC com risco e 0
alelo *G associado a inflamagdo em LES, as frequéncias das UTRs na
populacdo brasileiro e o desequilibrio de ligacdo da UTR1 e a insercdo
do AluyHG. Alguns desses resultados demonstram que, possivelmente,
existe uma relacdo entre o gene analisado e sua influéncia em doencas
autoimunes como a AR.

Ressaltamos que alguns dos resultados de associagdo com
doencas autoimunes, ndo haviam sido encontrados até 0 momento, como
a associagdo do polimorfismo +3010, a prote¢do para a UTR1 e o risco
para a UTRS5, o desequilibrio de ligacdo entre a UTR1 e o AluyHG, se
tornando um possivel marcador para a regido. Assim, o presente estudo
pode colaborar com uma maior compreensdo tanto da relacdo que os
polimorfismos possuem com as doengas autoimunes como 0S Seus
papeis dentro da regulacdo dessa regido.

Com relacdo a associacdo com as caracteristicas clinicas,
percebeu-se que a coleta desses dados nos prontudrios deve ser
padronizada e melhor discutida, pois existe uma grande variacdo de
resultados de um mesmo paciente dependendo da fase em que este se
encontra da doenca. Para que se diminua essa variacdo e os dados
possam ser comparados efetivamente com outros estudos, uma avaliagdo
dos resultados do momento em que esse paciente foi diagnosticado pode
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trazer uma base mais confiavel para andlise e diminuir associaces
espurias nas analises.

De forma geral, este estudo permitiu investigar a possibilidade
de associagdo do gene HLA-G em relacdo a Artrite Reumatoide,
relacionando-o tanto com questfes epidemioldgicas como clinicas na
populacdo brasileira. Além disso, este tipo de estudo tem sido muito
importante na procura de um melhor entendimento da patologia e de
suas condicBes clinicas heterogéneas, buscando identificar possiveis
marcadores genéticos relacionados as doengas autoimunes, 0 que
auxiliaria na identificacdo mais precisa das diversas doencas, apontando
para um tratamento mais eficiente aos pacientes. Estudos funcionais
devem ser realizados para melhor compreender como os polimorfismos
genéticos podem agir na patogénese da AR.
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APENDICE A

Frequéncias alélicas e genotipicas para pacientes e individuos-controle, calculos de associagdo (OR) entre a presenca dos
polimorfismos e o desenvolvimento da artrite reumatoide, valores de intervalo de confianca (IC 95%), p para OR e p para
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

Polimorfismo Casos (n) Frequéncia EHW (p) Controles (n) Frequéncia EHW (p) | OR p IC
14pb (rs1704) 0,023* 0,850
In 99 43,421 93 40,43 1,131 0,580 0,766-1,668
Del 129 56,579 137 59,57 0,885 0,580 0,600-1,305
Total de Alelos 228 230
Inin 15 13,158 18 15,65 0,816 0,727 0,366-1,816
InDel 69 60,526 57 49,57 1,560 0,125 0,893-2,728
DelDel 30 26,316 40 34,78 0,670 0,213 0,365-1,226
Total de
Individuos 114 115
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Polimorfismo Casos (n) Frequéncia EHW (p) Controles (n) Frequéncia EHW (p) | OR p IC
+3001
(rs567747016) 1,000 S|
C 227 98,696 110 100,00 0,294 0,749 0,000-4,892
0,204-
T 3 1,304 0 0,00 3,400 0,749 2002.375
Total de Alelos 230 110
CcC 112 97,391 55 100,00 0,290 0,744 0,000-4,928
0,203-
CT 3 2,609 0 0,00 3,453 0,744 2047446
0,000-
TT 0 0,000 0 0,00 0,481 1,000 498 144
Total de
Individuos 115 55
+3003 (rs1707) 0,194 0,235
C 20 8,696 21 9,292 0,930 0,953 0,467-1,848
T 210 91,304 205 90,708 1,706 0,953 0,541-2,140
Total de Alelos 230 226
CC 2 1,739 2 1,770 0,982 1,000 0,097-9,977
CT 16 13,913 17 15,044 0,913 0,957 0,410-2,028
TT 97 84,348 94 83,186 1,089 0,954 0,509-2,331
Total de
Individuos 115 113
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Polimorfismo Casos (n) Frequéncia EHW (p) Controles (n) Frequéncia EHW (p) | OR p IC
+3010 (rs1710) 0,187 0,190
G 97 42,544 112 50,000 0,740 0,135 0,502-1,091
C 131 57,456 112 50,000 1,351 0,135 0,916-1,991
Total de Alelos 228 224
GG 17 14,912 24 21,429 0,643 0,273 0,306-1,342
GC 63 55,263 64 57,143 0,926 0,881 0,529-1,622
CC 34 29,825 24 21,429 1,558 0,196 0,817-2,981
Total de
Individuos 114 112
+3027
(rs17179101) 1,000 1,000
A 14 6,087 7 3,043 2,065 0,180 0,763-5,769
C 216 93,913 223 96,957 0,484 0,180 0,173-1,311
Total de Alelos 230 230
AA 0 0,000 0 0,000 - - -
AC 14 12,174 7 6,087 2,139 0,170 0,768-6,132
cC 101 87,826 108 93,913 0,468 0,170 0,163-1,302
Total de
Individuos 115 1S
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Polimorfismo Casos (n) Frequéncia EHW (p) Controles (n) Frequéncia EHW (p) | OR p IC
+3035
(rs17179108) 0,697 0,407
C 196 85,965 198 86,842 0,928 0,892 0,525-1,639
T 32 14,035 30 13,158 1,078 0,892 0,610-1,904
Total de Alelos 228 228
CcC 83 72,807 87 76,316 0,831 0,648 0,438-1,574
CT 30 26,316 24 21,053 1,339 0,436 0,694-2,589
TT 1 0,877 3 2,632 0,327 0,613 0,013-3,596
Total de
Individuos 114 114
+3142
(rs1063320) 0,052 0,347
G 128 57,143 114 50,893 1,287 0,218 0,871-1,900
C 96 42,857 110 49,107 0,777 0,218 0,526-1,148
Total de Alelos 224 224
GG 31 27,679 26 23,214 1,266 0,539 0,664-2,418
GC 66 58,929 62 55,357 1,157 0,685 0,658-2,035
CcC 15 13,393 24 21,429 0,567 0,159 0,263-1,212
Total de
Individuos 112 112

88



KARASIAK 2015 Apéndices
Polimorfismo Casos (n) Frequéncia EHW (p) Controles (n) Frequéncia EHW (p) | OR p IC
+3187
(rs9380142) 0812 0.057
A 157 72,685 155 67,982 1,253 0,328 0,816-1,926
G 59 27,315 73 32,018 0,798 0,328 0,519-1,225
Total de Alelos 216 228
AA 56 51,852 48 42,105 1,481 0,187 0,842-2,606
AG 45 41,667 59 51,754 0,666 0,170 0,378-1,171
GG 7 6,481 7 6,140 1,059 1,000 0,320-3,506
Total de
Individuos 108 114
+3196
(rs1610696) 0,242 0,109
G 63 28,899 24 23,077 1,355 0,334 0,763-2,417
C 155 71,101 80 76,923 0,738 0,334 0,414-1,311
Total de Alelos 218 104
GG 6 5,505 5 9,615 0,548 0,527 0,139-2,198
GC 51 46,789 14 26,923 2,387 0,026* 1,101-5,228
cC 52 47,706 33 63,462 0,525 0,088 0,252-1,091
Total de
Individuos 109 52
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Polimorfismo C(E’I:)OS Frequéncia EE);N Corz;r)oles Frequéncia Eg) OR p IC
+3227 (rs1233331). 1,000 1,000
A 10 4,762 4 3,922 1,225 0,965 0,342-4,765
G 200 95,238 98 96,078 0,816 0,965 0,210-2,923
Total de Alelos 210 102
AA 0 0,000 0 0,000 0,488 1,000 0,000-
' ' ' ' 506,614
AG 10 9,524 4 7,843 1,237 0,964 0,332-4,977
GG 95 90,476 47 92,157 0,809 0,964 0,201-3,012
Total de Individuos 105 51
AluyHG
(AFO%/5066) 0,553 0,018*
In 40 19,802 73 32,018 0,524 0,006* 0,328-0,836
Del 162 80,198 155 67,982 1,907 0,006* 1,196-3,048
Total de Alelos 202 228
Inin 3 2,970 6 5,263 0,551 0,619 0,106-2,567
InDel 34 33,663 61 53,509 0,441 0,006* 0,244-0,795
DelDel 64 63,366 47 41,228 2,466 0,002* 1,371-4,445
Total de Individuos 101 114

Frequéncias e associacbes (GENEPOP e HDS Epimax); n: nimero amostral; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianca; p:
probabilidade; SI: sem informagdo; EHW: Equilibrio de Hardy-Weinberg. Os valores significativos estdo anotados com *.
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APENDICE B

Polimorfismos do gene HLA-G e inser¢do AluyHG e os modelos de heranca
analisados em pacientes e individuos-controles.

Anélise
C;?\lnpe/ Modelo de Heranga OR 0 1C(95%)
. 11+ID x DD 1,42 0,269 0,789 - 2,558
Aditivo
14pb DD+ID x Il 1,130 0,886 0,517 - 2,479
Multiplicativo 2*2*1+I1D 1,148 0,431  0,830-1,589
2*2*D+I1D 0,871 0,431 0,629-1,205
Aditivo TT+CT xCC 3,45 0,744 0,203 - 2047,446
+3001 CC+CTxTT | 2,06 1,000 0,002-2120,372
ltiplicativo 2*2*C+CT 0,293 0,742 0,000 - 4,820
Multip 2*%2*T+CT 3,419 0,742 0,207 - 2006,628
Aditivo TT+CTxCC |1,024 1,000 0,102 -10,266
+3003 CC+CTxTT (0,923 0,952 0,446 - 1,909
ltiplicativo 2*2*C+CT 0,934 0,933 0,505-1,725
Multip 2*2*T+CT 1,071 0,933 0,580-1,979
Aditivo CC+GCxGG |1,651 0,192 0,805-3,404
+3010 GG+GCxCC |0,611 0,134 0,325-1,146
Multiplicativo 2*2*G+GC 0,658 0,011* 0,476 - 0,909
2*2*C+GC 1,519 0,011* 1,100 - 2,099
Aditivo CC+AC x AA |0,969 1,000 0,001 - 995,466
+3027 AA+ACxCC [2,139 0,170 0,768 - 6,132
Multiplicativo 2*2*A+AC 2,100 0,162 0,785-5,801
2*2*C+AC 0,476 0,162 0,172-1,273
Aditivo TT+CTxCC |1,118 0,820 0,600 - 2,084
+3035 CC+CTxTT (2,970 0,629 0,274 -73,433
Multiplicativo 2*2*C+CT 1,030 1,000 0,614-1,730
2*2*T+CT 0,971 1,000 0,578-1,629
Aditivo CC+GCxGG |0,732 0,373 0,390-1,373
+3142 GG+GCxCC |1,796 0,133 0,855 - 3,802
Multiplicativo 2*2*G+GC 1,44 0,029* 1,036-1,988
2*2*C+GC 0,697 0,029 0,503 - 0,965
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GS?\TS/ Modelo de Heranca OR 0 1C(95%)
Aditivo GG+AG x AA (0,693 0,206 0,400 - 1,199
+3167 AA+AG x GG 1,013 1,000 0,311-3,300
Multiplicativo 2*2*A+AG | 1,277 0,208 0,881 -1,851
2*2*G+AG |0,783 0,208 0,540-1,134
Aditivo CC+GCxGG |1,615 0,650 0,412 -6,208
+3196 GG+GCxCC |1,666 0,161 0,836 - 3,329
Multiplicativo 2*2*G+GC [1,243 0,406 0,772 - 2,007
2*2*C+GC |0,804 0,406 0,498 - 1,295

Aditivo GG+AG x AA |2,036 1,000 2852?63
+3227 AA+AG x GG [1,649 0,964 0,392 -7,968
Multiplicativo 2*2*A+AG |1,231 0,953 0,350-4,722
2*2*G+AG 0,813 0,953 0,212 -2,858
. II+IDxDD |[2,090 0,475 0,455-10,745

Aditivo

AluyHG DD+IDx Il |0,402 0,002* 0,266 -0,714
Multiplicativo 2*2*1+I1D 0,465 0,000* 0,306 - 0,704
2*2*D+ID 2,152 0,000 1,421-3,264

Associacbes (GENEPOP e HDS Epimax); OR: odds ratio; IC: intervalo de
confianca; p: probabilidade. Os valores significativos estdo anotados com *.
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APENDICE C

Frequéncias de individuos fumantes (sim), ex-fumantes (ex) e ndo fumantes (ndo) para casos e controles e anélises de associacao.

Casos A Controles A
(n=110) Frequéncias (n=104) Frequéncias| OR p IC
o Sim 23 20,909 15 14,423 1,569 0,289 0,727-3,406
£
2 Ex 18 16,364 22 21,154 0,729 0,470  0,346-1,534
5
= Nao 69 62,727 67 64,423 0,929 0,908 0,512-1,685

n: nimero amostral; freq.: frequéncia; OR: odds ratio; IC: intervalo de confiancga; p: probabilidade.
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APENDICE D

Frequéncias dos dados clinicos fator reumatoide (FR), proteina C reativa (CRP) e velocidade de hemossedimentacdo (VHS)

analisados em pacientes de AR.

Positivo Frequéncia Negativo Frequéncia Total
FR 51 54,255 43 45,745 94
CRP 48 50,000 48 50,000 96
VHS 65 66,327 33 33,673 98

Critérios de classificacdo para positividade: FR superior a 20 lU/mL; CRP superior a 5 mg/L; VHS superior a 19 mm/h (hora).
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APENDICE E

Frequéncias alélicas e genotipicas em conjunto com fator reumatoide (FR),
calculos de associagdo (OR) entre a presenga do polimorfismo e a positividade
do FR, valores de intervalo de confianca (95%) e p para OR.

Polimorfismo FR+ Freq FR- Freq | OR p IC
14pb (rs1704)
In 40 39,216 37 44,048 | 0,820 0,605 0,437-1,536
Del 62 60,784 47 55,952 |1,220 0,605 0,651-2,288
Total de
Alelos 102 84
Inin 7 13,725 4 9,524 |1,511 0,763 0,358-6,739
InDel 26 50,980 29 69,048 [0,466 0,120 0,181-1,189
DelDel 18 35,294 9 21,429 | 2,000 0,217 0,717-5,666
Total de
Individuos ~ ° 42
+3001
(rs567747016)
C 99 97,059 86 100,000 (0,164 0,399 0,000-2,773
T 3 2941 0 0,000 |6,085 0,399 0,361-3598,560
Total de
Alelos 102 86
CC 48 94,118 43 100,000|0,000 1,000 0,955-440,845
CT 3 5882 0 0,000 |6,278 0,393 0,359-3753,590
TT 0 0000 O 0,000 |0,159 0,393 0,000-2,786
Total de
Individuos 51 43
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Polimorfismo FR+ Freq FR- Freq | OR p IC
+3003
(rs1707)
C 8 7843 7 8,140 |0,660 1,000 0,300-3,102
T 94 92,157 79 91,860|1,041 1,000 0,322-3,337
Total de
Alelos 102 86
CC 1 1961 1 2,326 ({0,840 1,000 0,022-31,725
CT 6 11,765 5 11,628|1,013 1,000 0,247-4,221
TT 44 86,275 37 86,047 (1,019 1,000 0,272-3,778
Total de
Individuos - 43
+3010
(rs1710)
G 48 48,000 34 39,535|1,412 0,312 0,756-2,641
C 52 52,000 52 60,465 (0,708 0,312 0,379-1,323
Total de
Alelos 100 86
GG 13 26,000 3 6,977 |4,685 0,032 1,114-22,660
GC 22 44,000 28 65,116 (0,421 0,067 0,166-1,057
CC 15 30,000 12 27,907 {1,107 1,000 0,411-2,996
Total de
Individuos 50 43
+3027
(rs17179101)
A 3 2941 3 3,488 |0,838 1,000 0,131-5,368
C 99 97,0569 83 96,512 (1,193 1,000 0,186-7,639
Total de
Alelos 102 86
AA 0 0000 0 0,000 0845 1,000 0,001-882,552
AC 3 5882 3 6,977 |0,833 1,000 0,125-5,556
CC 48 94,118 40 93,023 (1,200 1,000 0,180-8,007
Total de
Individuos 51 43
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Polimorfismo FR+ Freq FR- Freq | OR p IC
+3035
(rs17179108)
C 86 86,000 73 84,884 (1,094 0,995 0,449-2,661
T 14 14,000 13 15,116|0,914 0,995 0,376-2,228
Total de
Alelos 100 86
CcC 36 72,000 31 72,093(0,912 1,000 0,328-2,530
CT 14 28,000 11 25,581|1,131 0,978 0,409-3,143
TT 0 0000 1 2,326 (0,281 0,916 0,000-8,499
Total de
Individuos ~ >° 43
+3142
(rs1063320)
G 51 52,041 50 59,524 (0,738 0,388 0,392-1,387
C 47 47959 34 40,476 |1,355 0,388 0,721-2,551
Total de
Alelos 9% 84
GG 13 26,531 11 26,190|1,018 1,000 0,362-2,870
GC 25 51,020 28 66,667 |0,521 0,195 0,203-1,326
cC 11 22,449 3 7,143 | 3,763 0,084 0,871-18,599
Total de
Individuos 49 42
+3187
(rs9380142)
A 64 68,085 59 71,951 (0,832 0,694 0,413-1,671
G 30 31,915 23 28,049 (1,202 0,694 0,599-2,420
Total de
Alelos 94 82
AA 21 44,681 21 51,220(0,769 0,690 0,490-3,158
AG 22 46,809 17 41,463 (1,242 0,773 0,490-3,158
GG 4 8,511 3 7,317 | 1,178 1,000 0,204-7,181
Total de
Individuos at A
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Polimorfismo FR+ Freq FR- Freq | OR p IC
+3196
(rs1610696)
G 23 23,958 24 29,268 0,761 0,528 0,370-1,565
C 73 76,042 58 70,732 (1,313 0,528 0,639-2,701
Total de
Alelos % 82
GG 3 6250 0 0,000 |6,385 0,386 0,364-3821,828
GC 17 35,417 24 58,537 (0,388 0,049*  0,150-0,996
CC 28 58,333 17 41,463 (1,976 0,170 0,781-5,041
Total de
Individuos 8 4l
+3227
(rs1233331).
A 5 568 3 3659 |1586 0,795 0,316-8,712
G 83 94,318 79 96,341 (0,630 0,795 0,115-3,161
Total de
Alelos 88 82
AA 0 0000 O 0,000 {0933 1,000 0,001-976,456
AG 5 11,364 3 7,317 |1,624 0,790 0,307-9,348
GG 39 88,636 38 92,683 (0,616 0,790 0,107-3,261
Total de
Individuos a4 4l
AluyHG
(AF055066)
In 72 76,596 56 80,000 (0,818 0,741 0,359-1,853
Del 22 23,404 14 20,000 1,222 0,741 0,540-2,786
Total de
Alelos 94 70
Inin 26 55,319 23 65,714 (0,646 0,470 0,236-1,752
InDel 20 42,553 10 28,571 (1,852 0,286 0,662-5,249
DelDel 1 2128 2 5714 |0,359 0,794 0,012-5,380
Total de
Individuos 4t 35

Frequéncias e associacbes (GENEPOP e HDS Epimax); Freq: frequéncia; n:
nimero amostral; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianca; p: probabilidade.

Os valores significativos estdo anotados com *.
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APENDICE F

Frequéncias alélicas e genotipicas em conjunto com proteina C-reativa (CRP),
calculos de associagdo (OR) entre a presenga do polimorfismo e a positividade
do CRP, valores de intervalo de confianca (95%) e p para OR.

Polimorfismo CRP+ Freq CRP- Freq | OR p IC
14pb (rs1704)
In 34 36,170 46 47,917|0,616 0,135 0,330-1,147
Del 60 63,830 50 52,083|1,624 0,135 0,872-3,028
Total de
Alelos 94 9
Inin 4 8,511 8 16,667 0,465 0,375 0,107-1,892
InDel 26 55319 30 62,500(0,743 0,615 0,301-1,826
DelDel 17 36,170 10 20,833|2,153 0,153 0,788-5,964
Total de
Individuos ' 48
+3001
(rs567747016)
C 93 98,936 94 97,917(1,979 1,000 0,138-55,381
T 1 1,064 2 2,083 {0,505 1,000 0,018-7,260
Total de
Alelos 94 9
CC 46 97,872 46 95,833|2,000 1,000 0,135-57,159
CT 1 2,128 2 4,167 | 0,500 1,000 0,017-7,401
0,001-
TT 0 0,000 0 0,000 | 1,021 1,000 1066.956
Total de
Individuos ar 48
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Polimorfismo CRP+ Freq CRP- Freq | OR p IC
+3003
(rs1707)
C 4 4255 11 11,458(0,343 0,116 0,088-1,228
T 90 95,745 85 88,542(2,912 0,116 0,814-11,333
Total de
Alelos 94 %
CcC 0 0,000 2 4,167 | 0,196 0,569 0,000-3,974
CT 4 8,511 7 145830545 0,545 0,123-2,294
TT 43 91,489 39 81,250|2,481 0,249 0,626-10,525
Total de
Individuos ' 48
+3010
(rs1710)
G 43 46,739 40 41,667|1,229 0,580 0,633-2,279
C 49 53261 56 58,333|0,814 0,580 0,439-1,509
Total de
Alelos 92 %
GG 10 21,739 6 12500(1,944 0,360 0,574-6,763
GC 23 50,000 28 58,333(0,714 0,546 0,291-1,746
CcC 13 28,261 14 29,167 0,957 1,000 0,356-2,564
Total de
Individuos 46 48
+3027
(rs17179101)
A 4 4,255 3 3,125 | 1,378 0,978 0,251-8,008
C 90 95,745 93 96,875(0,726 0,978 0,125-3,978
Total de
Alelos 94 96
0,001-
AA 0 0,000 0 0,000 | 1,021 1,000 1066.488
AC 4 8,511 3 6,250 | 1,395 0,977 0,244-8,450
CcC 43 91,489 45 93,750|0,717 0,977 0,118-4,099
Total de
Individuos ar 48
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Polimorfismo CRP+ Freq CRP- Freq | OR p IC
+3035
(rs17179108)
C 80 86,957 82 85417|1,138 0,925 0,461-2,819
T 12 13,043 14 14,583(0,879 0,925 0,355-2,168
Total de
Alelos 92 9%
CcC 34 73913 34 70,833(1,167 0,918 0,430-3,177
CT 12 26,087 14 29,167 (0,857 0,918 0,315-2,327
0,001-
TT 0 0,000 0 0,000 | 1,043 1,000 1089 673
Total de
Individuos ~ *° 48
+3142
(rs1063320)
G 48 51,064 54 60,000|0,696 0,285 0,372-1,301
C 46 48,936 36 40,000|1,438 0,285 0,769-2,691
Total de
Alelos 94 90
GG 11 23,404 13 28,889(0,752 0,718 0,267-2,108
GC 26 55319 28 62,222(0,752 0,645 0,300-1,877
cC 10 21,277 4 8,889 | 2,770 0,173 0,712-11,585
Total de
Individuos 4 45
+3187
(rs9380142)
A 61 69,318 64 71,111{0,918 0,923 0,459-1,834
G 27 30,682 26 28,889(1,090 0,923 0,545-2,178
Total de
Alelos 88 90
AA 21 47,727 22 48,889(0,955 1,000 0,382-2,384
AG 19 43,182 20 44,444(0,950 1,000 0,337-2,390
GG 4 9,091 3 6,667 | 1,400 0,976 0,243-8,522
Total de
Individuos a4 45
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Polimorfismo CRP+ Freq CRP- Freq | OR p IC
+3196
(rs1610696)
G 20 22,222 29 32,222(0,601 0,181 0,293-1,229
C 70 77,778 61 67,778|1,664 0,181 0,813-3,416
Total de
Alelos %0 90
GG 3 6,667 1 2,222 |3,143 0,609 0,273-80,439
GC 14 31,111 27 60,000|0,301 0,011* 0,115-0,781
CcC 28 62,222 17 37,778(2,713 0,035* 1,065-6,986
Total de
Individuos 45 45
+3227
(rs1233331).
A 5 5,952 3 3,409 | 1,793 0,667 0,358-9,843
G 79 94,048 85 96,591(0,588 0,667 0,102-2,793
Total de
Alelos 84 88
0,001-
AA 0 0,000 0 0,000 | 1,047 1,000 1096,022
AG 5 11,905 3 6,818 | 1,847 0,659 0,359-10,623
GG 37 88,095 41 93,182(0,541 0,659 0,094-2,863
Total de
Individuos ~ *2 a4
AluyHG
(AF055066)
In 64 74,419 67 81,707|1535 0,341 0,690-3,437
Del 22 25581 15 18,293(0,651 0,341 0,291-1,450
Total de
Alelos 86 82
Inin 23 53,488 27 65,854|1,951 1,000 0,131-56,077
InDel 18 41860 13 31,707|1,551 0,461 0,578-4,183
DelDel 2 4,651 1 2,439 |0,596 0,352 0,224-1,574
Total de
Individuos 43 4l

Frequéncias e associa¢fes (GENEPOP e HDS Epimax); n: namero amostral;
OR: odds ratio; IC: intervalo de confiangca; p: probabilidade; SI: sem
informacdo. Os valores significativos estdo anotados com *,
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APENDICE G

Frequéncias alélicas e genotipicas em conjunto com velocidade de
hemossedimentagdo (VHS), célculos de associacdo (OR) entre a presenca do
polimorfismo e a positividade da VHS, valores de e p para OR e intervalo de

confianca (95%).
Polimorfismo VHS+ Freq VHS- Freq OR p IC
14pb (rs1704)
In 51 39,231 30 35714 | 0,732 0,390 0,382-1,399
Del 79 60,769 34 40,476 | 1,367 0,390 0,715-2,615
Total de
Alelos 130 64
Inin 8 15,686 4 9,524 10,982 1,000 0,239-4,290
InDel 35 68,627 22 52,381 | 0,530 0,237 0,197-1,409
DelDel 22 43,137 6 14,286 | 2,217 0,192 0,724-7,059
Total de
Individuos 65 32
+3001
(rs567747016)
C 127 97,692 66 100,000 0,274 0,706 0,000-4,627
0,216-
T 3 2,308 0 0,000 |3,651 0,706 2160,306
Total de
Alelos 130 66
ccC 62 95,385 33 100,000|0,267 0,698 0,000-4,683
0,214-
CT 3 4,615 0 0,000 |3,752 0,698 2245 545
0,000-
TT 0 0,000 0 0,000 | 0,511 1,000 535,084
Total de
Individuos 2 33
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Polimorfismo VHS+ Freq VHS- Freq | OR p IC
+3003
(rs1707)
C 6 4,615 9 13,636 | 0,296 0,042* 0,088-0,966
. 1,035-
T 124 95,385 57 86,364 | 3,382 0,042 11342
Total de
Alelos 130 66
CccC 0 0,000 2 6,061 | 0,096 0,226 0,000-1,966
CT 6 9,231 5 15,152 | 0,569 0,589 0,137-2,390
0,707-
TT 59 90,769 26 78,788 |2,647 0,181 10,059
Total de
Individuos ~ ©° 33
+3010
(rs1710)
G 56 43,750 30 45,455|0,933 0,942 0,492-1,772
C 72 56,250 36 54,545|1,071 0,942 0,564-2,033
Total de
Alelos 128 66
GG 12 18,750 5 15,152 (1,292 0,873 0,370-4,727
GC 32 50,000 20 60,606 |0,650 0,437 0,253-1,657
CcC 20 31,250 8 24,242 11,420 0,627 0,498-4,128
Total de
Individuos 64 33
+3027
(rs17179101)
A 4 3,077 3 4,545 | 0,667 0,908 0,121-3,889
C 126 96,923 63 95,455 (1,500 0,908 0,257-8,253
Total de
Alelos 130 66
0,000-
AA 0 0,000 0 0,000 | 0,511 1,000 535,084
AC 4 6,154 3 9,091 | 0,656 0,906 0,113-3,991
CC 61 93,846 30 90,909 1,525 0,840 0,298-7,812
Total de
Individuos 65 33
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Polimorfismo VHS+ Freq VHS- Freq OR p IC
+3196
(rs1610696)
G 32 25806 18 29,032 | 0,850 0,770 0,409-1,776
C 92 74,194 44 70,968 | 1,176 0,770 0,563-2,447
Total de
Alelos 124 62
GG 3 4,839 1 3,226 | 1,525 1,000 0,132-39,166
GC 26 41,935 16 51,613 | 0,677 0,507 0,260-1,757
CcC 33 53,226 14 45,161 | 1,382 0,607 0,533-3,595
Total de
Individuos 02 31
+3227
(rs1233331).
A 9 7,377 0 0,000 | 0,948 0,129 0,700-5164,672
G 113 92,623 56 100,000 0,106 0,129 0,000-1,429
Total de
Alelos 122 56
AA 0 0,000 0 0,000 | 0,463 1,000 0,000-486,320
AG 9 14754 0 0,000 |10,314 0,115 0,728-5709,912
GG 52 85,246 28 100,000| 0,097 0,115 0,000-1,374
Total de
Individuos 61 28
AluyHG
(AF055066)
In 89 75424 45 83,333 | 1629 0,336 0,667-4,070
Del 29 24576 9 16,667 | 0,614 0,336  0,246-1,500
Total de
Alelos 118 54
Inln 33 55932 18 66,667 | 3,407 0,764 0,191-2047,393
InDel 23 38,983 9 33,333 | 1,278 0,793  0,445-3,711
DelDel 3 5,085 0 0,000 | 0,635 0,481 0,220-1,808
Total de
Individuos 59 2

Frequéncias e associa¢fes (GENEPOP e HDS Epimax); n: nimero amostral;
OR: odds ratio; IC: intervalo de confiangca;, p: probabilidade; SI: sem

informacdo. Os valores significativos estdo anotados com *.
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APENDICE H

Haplétipos inferidos para 3'UTR do HLA-G, suas frequéncias para as popula¢des de casos e controles, andlises de associacéo

(OR) entre haplétipos e o desenvolvimento da AR, valores de p e intervalo de confiancga (IC).

Casos Controles

UTR Haplétipos (n=106)  Frequéncia  (n=104) Frequéncia | OR p IC

UTR1 DelTGCCCG 54 50,943 69 66,346 0,727 0,169 0,466-1,133
UTR2 InsTCCCGA 61 57,547 55 52,885 1,185 0,505 0,755-1,859
UTR3 DelTCCCGA 29 27,358 26 25,000 1,159 0,715 0,633-2,123
UTR4 DelCGCCCA 17 16,038 19 18,269 0,904 0,909 0,433-1,884
UTR5 InsTCCTGA 24 22,642 12 11,538 2,174 0,048* 1,006-4,761
UTR6 DelTGCCCA 17 16,038 16 15,385 1,090 0,995 0,507-2,346
UTR7 InsTCATGA 6 5,660 14 13,462 0,420 0,118 0,141-1,198
UTR8 InsTGCCGA 0 0,000 1 0,962 0,338 1,000 0,000-9,802

106

n: numero amostral; freq.: frequéncia; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianca; p: probabilidade. Os valores
significativos estdo anotados com *.
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APENDICE I

Haplétipos inferidos para 3'UTR do HLA-G e AluyHG, suas frequéncias para as populagdes de casos e controles, analises de

associagao (OR) entre haplétipos e o desenvolvimento da AR, valores de p e intervalo de confianga (IC).

Casos Controles

UTR Haplétipos + AluyHG | (n=104) Frequéncia (n=102) Frequéncia| OR p IC
DelTGCCCG +

UTR1 AluyHG*Ins 47 45,192 63 61,765 |0,653 0,073 0,411-1,039
DelTGCCCG +

UTR1 AluyHG*Del 7 6,731 5 4,902 1,386 0,796  0,387-5,120
INSTCCCGA +

UTR2 AluyHG*Del 60 57,692 50 49,020 |1,249 0,377 0,787-1,981
DelTCCCGA +

UTR3 AluyHG*Del 30 28,846 26 25,490 |1,154 0,724 0,633-2,107
DelCGCCCA +

UTR4 AluyHG*Del 17 16,346 19 18,627 0,867 0,814 0,415-1,807
INSTCCTGA +

UTR5 AluyHG*Del 24 23,077 12 11,765 |2,087 0,063 0,965-4,574
DelTGCCCA +

UTR6 AluyHG*Del 17 16,346 15 14,706 1,121 0,899  0,515-2,447
INSTCATGA +

UTRY7 AluyHG*Del 6 5,769 13 12,745 0,436 0,146 0,145-1,262
INSTGCCGA +

UTRS8 AluyHG*Del 0 0,000 1 0,980 0,325 0,989 0,000-9,434

n: namero amostral; freq.: frequéncia; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianga; p: probabilidade
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APENDICE J

Combinag6es haplotipicas inferidas para 3"UTR do HLA-G, suas frequéncias para as populacfes de casos e controles, anélises de
associagao (OR) entre haplétipos e o desenvolvimento da AR, valores de p e intervalo de confianga (IC).

Combinagéo Casos Controles
Haplotopica (n=106) Frequéncia (n=104) Frequéncia| OR p IC
UTR1 + UTR1 6 5,660 7 6,731 0,866 1,000 0,247-2,998
UTR1 + UTR2 19 17,925 24 23,077 |0,764 0,539 0,369-1,577
UTR1 + UTR3 5 4,717 12 11,538 0,396 0,140 0,116-1,271
UTR1 + UTR4 2 1,887 6 5,769 0,327 0,292  0,045-1,847
UTR1 + UTR5 10 9,434 2 1,923 5,532 0,034* 1,098-37,579
UTR1 + UTR6 4 3,774 6 5,769 0,667 0,769  0,152-2,773
UTR1 + UTRY 2 1,887 5 4,808 0,396 0,457 0,052-2,372
UTR2 + UTR2 6 5,660 7 6,731 0,866 1,000 0,247-2,998
UTR2 + UTR3 12 11,321 7 6,731 1,85 0,315 0,640-5,452
UTR2 + UTR4 4 3,774 2 1,923 0,48 0,661 0,060-3,137
UTR2 + UTR5 5 4,717 2 1,923 2,63 0427 0,438-19,992
UTR2 + UTR6 6 5,660 4 3,846 156 0,722 0,375-6,818
UTR2 + UTRY 2 1,887 1 0,962 2,06 0,987 0,144-57,510
UTR2 + UTRS8 0 0,000 1 0,962 0,324 0,989  0,000-9,509
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Combinacao Casos Controles
Haplotopica (n=106) Frequéncia (n=104) Frequéncia| OR p IC
UTR3 + UTR3 2 1,887 0 0,000 52 0,550 0,265-3221,479
UTR3 + UTR4 4 3,774 3 2,885 1,373 0,980 0,252-7,961
UTR3 + UTR5 2 1,887 1 0,962 2,059 0,987  0,144-57,510
UTR3 + UTR6 3 2,830 0 0,000 7,345 0,304 0,437-4338,186
UTR3 + UTR7 0 0,000 3 2,885 0,141 0,322 0,000-2,379
UTR4 + UTR4 1 0,943 2 1,923 0,505 1,000 0,018-7,288
UTR4 + UTR5 3 2,830 1 0,962 3,119 0,600 0,283-77,800
UTR4 + UTR6 1 0,943 2 1,923 0,505 1,000 0,018-7,228
UTR4 + UTR7 1 0,943 1 0,962 1,019 1,000 0,028-37,619
UTR5 + UTR5 1 0,943 1 0,962 1,019 1,000 0,028-37,619
UTR5 + UTR6 2 1,887 2 1,923 1,020 1,000 0,101-10,321
UTR5 + UTR7 0 0,000 2 1,923 0,200 0,572 0,000-3,924
UTR6 + UTR6 0 0,000 0 0,000 1,019 1,000 0,001-1052,490
UTR6 + UTR7 1 0,943 2 1,923 0,505 1,000 0,018-7,228

n: numero amostral; freq.: frequéncia; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianga; p: probabilidade. Os valores significativos estdo

anotados com *.

109



KARASIAK 2015 Apéndices

APENDICE K

Combinagdes haplotipicas inferidas para 3"UTR do HLA-G e AluyHG, suas frequéncias para as populagdes de casos e controles,
analises de associagdo (OR) entre hapl6tipos e o desenvolvimento da AR, valores de p e intervalo de confianga (IC).

Combinagéo Casos Controles

Haplotépica + AluyHG | (n=104) Frequéncia (n=102) Frequéncia| OR p IC
UTR1 *Ins 2 1,923 3 2,941 0,647 0,983 0,074-4,882
UTR1 *Del 1 0,962 0 0,000 2,971 1,000 0,101-2046,961

UTRL *Del UTR3 *Del 1 0,962 1 0,980 0,981 1,000 0,027-36,198
UTR5 *Del 1 0,962 0 0,000 2,971 1,000 0,101-2046,961
UTRG6 *Del 1 0,962 0 0,000 2,971 1,000 0,101-2046,961
UTR7 *Del 0 0,000 1 0,980 0,324 0,989 0,000-9,508
UTR1 *Ins 3 2,885 4 3,922 0,728 0,979 0,125-3,970

UTR2 *Del 19 18,269 24 23,529 |0,726 0,449 0,350-1,503

UTR3 *Del 4 3,846 11 10,784 | 0,331 0,099 0,085-1,178
UTR1 *Ins UTR4 *Del 2 1,923 6 5,882 0,314 0,267 0,043-1,776
UTR5 *Del 9 8,654 2 1,961 4,737 0,067  0,921-32,697
UTR6 *Del 3 2,885 5 4,902 0,576 0,697 0,106-2,863
UTRY7 *Del 2 1,923 4 3,922 0,480 0,661 0,060-3,138
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Combinacao

Casos

Controles

Haplotdpica + AluyHG | (n=104) Frequéncia (n=102) Frequéncia| OR P IC
UTR2 *Del 6 5,769 5 4,902 1,188 1,000  0,308-4,668
UTR3 *Del 12 11,538 7 6,863 1,770 0,359  0,613-5,236
UTR4 *Del 4 3,846 2 1,961 2,000 0,696 0,306-16,079
UTR2 *Del UTRS5 *Del 5 4,808 2 1,961 2,525 0,457 0,421-19,235
UTR6 *Del 6 5,769 4 3,922 1,500 0,770  0,360-6,557
UTRY7 *Del 2 1,923 0 0,000 5,000 0,572 0,255-3101,049
UTR8 *Del 0 0,000 1 0,980 0,324 0,989  0,000-9,508
UTR3 *Del 2 1,923 0 0,000 5,000 0,572 0,255-3101,049
UTR4 *Del 4 3,846 3 2,941 1,320 1,000  0,242-7,658
UTR3 *Del UTRS5 *Del 2 1,923 1 0,980 1,980 1,000 0,138-55,339
UTR6 *Del 3 2,885 0 0,000 7,069 0,322 0,420-4176,009
UTR7 *Del 0 0,000 3 2,941 0,136 0,304  0,000-2,289
UTR4 *Del 1 0,962 2 1,961 0,485 0,987  0,017-6,955
UTR4 *Del UTR5 *Del 3 2,885 1 0,980 3,000 0,627 0,272-74,863
UTR6 *Del 1 0,962 2 1,961 0,485 0,987  0,017-6,955
UTR7 *Del 1 0,962 1 0,980 0,981 1,000 0,027-36,198
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Hap&gg?;”f‘fﬁj yHG (r?:allsgj,) Frequéncia C((r)]r;tlrg;()es Frequéncia| OR p IC
UTR5 *Del 1 0,962 1 0,980 0,981 1,000 0,027-36,198

UTR5 *Del UTR6 *Del 2 1,923 2 1,961 0,98 1,000 0,097-9,930
UTR7 *Del 0 0,000 2 1,961 0,192 0,549  0,000-3,777

UTR6 *Del UTR7 *Del 1 0,962 2 1,961 0,485 0,987  0,017-6,955

n: nimero amostral; freq.: frequéncia; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianca; p: probabilidade.
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APENDICE L

Haplétipos inferidos para 3'UTR do HLA-G e andlise para 0 modelo de heranga genética de adi¢éo e o desenvolvimento da AR.

Andlise

UTR Modelo de Heranca OR 0 1C(95%)

UTR1 Aditivo 11+1U x UU 0,615 0,096 0,349 - 1,083
UTR2 Aditivo 22+2U x UU 1,265 0,457 0,723 -2,218
UTR3 Aditivo 33+3Ux UU 1,215 0,640 0,630 - 2,343
UTR4 Aditivo 44+4U x UU 0,905 0,929 0,416 - 1,964
UTR5 Aditivo 55+5U x UU 2,346 0,038* 1,043 - 5,341
UTR6 Aditivo 66+6U x UU 1,099 0,953 0,491 - 2,461
UTR7 Aditivo 77+7U x UU 0,402 0,109 0,131-1,182
UTRS8 Aditivo 88+8U x UU 0,337 1,000 0,000 - 9,878

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianca; p: probabilidade; U: outra UTR qualquer que ndo a destacada. Os valores
significativos estdo anotados com *.
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APENDICE M

Hapldtipos inferidos para 3'UTR do HLA-G e insercdo AluyHG e anélise para o
modelo de heranga genética de adigdo e o desenvolvimento da AR.

UTR+AIuyHG Modelo de Heranga OR pAné“SPiC(gs%)
UTR1 + *Ins 1lInslins+1InsUA x UAUA | 0,556 0,047* 0,311 -0,993
UTR1 + *Del 1De'1DS'A+L1£e'UA X 11,386 0,806 0,378 -5,235
UTR2 + *Del ZDe'ZDS';S[A)e'UA X 11,368 0310 0,774-2,418
UTR3 + *Del 3De'3DS';8ie'UA X 11,154 0,764 0,567 -2,231
UTR4++Del  ADHMDEHDEUAX T To860 0830 03071879
UTRS5 + *Del SDE'SDSXST'UA X 12,247 0,050* 0,998 - 5,123
UTRe+#Del  COSODEMEDEUAX 19 133 0805 05002573
UTR7 + *Del 7De'7DUe'A+L7,ie'UA X 10,419 0,136 0,135- 1,249
UTRS + *Del 8De'8DS';Sie'UA X 10,989 0,324 0,000 -9,508

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianga; p: probabilidade; UA: outro conjunto
de UTR e AluyHG qualquer que ndo o destacado. Os valores significativos estdo

anotados com *.
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ANEXO A

Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa da UFSC.

UNIWERSIDADE FEDERAL DE
SANTA CATARINA - UFSC
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADDS DO PROJETO DE PESQUIEA

Titulo da Pesquiaa; Genélica da Autolmunidade: polimorfismos em Lopus Erfiematoso Sistémico e Arrite
Rewmatdide em paclentzs g2 Santa Calarna

Peaquisador: ILIADA FRAINHA DE SOUZA

Area Tematica: Gendtica Humana
(Trata-se de pesquisa envoivendo Ganética Humana que ndp necesshia de analise
ética por parte da COMER;);

Varsdo: 2

CAAE: 15430913.0.0000001:1

Inztitulg S0 Proponents: Universidade Federal de Santa Catarina

Patrocinador Principal: FUNMDACAD DE AMPARO A PESQUISA E INOVACAD DO ESTADO DE SANTA

CATARINA
DaDDSs DO PARECER

Muomero do Parscer: 423.535
Data da Relatora: 23/08/2013

115



KARASIAK 2015 Anexos

ANEXO B

Questionario para individuos pacientes.

Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Molecular, Embriologia e Genética/CCB
Departamento de Clinica Médica/CCS
Anélise de Polimorfismos Génicos em Pacientes com Artrite

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

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

Telefone: Data de
nascimento: __ /[

DATA: [ | AR:

Médico:

Entrevistador:

DADOS Familiares:
NOME do pai:

CIDAde onde nasceu:
Profisséo:

DESCEndéncia: Materna
Paterna

NOME da mée:

CIDAde onde nasceu:
Profissao:
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DESCEndéncia: Materna

Paterna

Tempo de doenca diagnosticada:

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

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

Manifestagdes Iniciais:

Articulacdes Acometidas:

Total: articulagdes

Quiais?

() Febre

() Rigidez Matinal
() Derrame Articular
() Dor Articular

() Ombro () Cotovelo
() Punho ( )MCF

( ) IFPM () Quadril

() Joelho () Tornozelo
( )MTF () IFPP

Manifestacfes Extra-articulares:
) Pleurite

) Pericardite

) Vasculite Reumatdide

) N6dulos Reumatoides

) Acometimento Ocular

) Acometimento Pulmonar
) Acometimento Renal

) Amiloidose

) Sjégren Secundario

) Outras

AN AN AN AN AN AN AN AN

Evolucdo: Internacbes: ( )S ( )N Quantas? Motivos?

117



KARASIAK 2015 Anexos

Observac0es: Osteoporose? Diabetes?
Depressao?

Sintomatologia Recente: () Febre
( ) Rigidez Matinal
(Nos ultimos 10 dias) () Derrame Articular
() Dor Articular
AvrticulacBes Acometidas:
() Ombro () Cotovelo ( )Punho ( ) MCF
( )IFPM () Quadril (' ) Joelho () Tornozelo
( )MTF ( )IFPP
Total: articulages

Manifestacdes Extra-articulares:
) Pleurite

) Pericardite

) Vasculite Reumatoide

) N6dulos Reumatoides

) Acometimento Ocular

) Acometimento Pulmonar
) Acometimento Renal

) Amiloidose

) Sjégren Secundario

) Outras

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

Quiais?

Envolvimento Cardiovascular: ( YHAS

(' ) Doenca Coronariana

() Angina

() IAM Prévio

() Revascularizacdo do Miocardio
() Cateterismo Prévio
Envolvimento Neuroldgico: ( ) AVC  ( )AIT () Ateromaem
Cardtidas

Dislipidemia: ( ) Hipercolesterolemia () Hipertrigliceridemia
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Hist. Familiar de Doenca Cardiovascular: ( )S ( )N
Parentesco:
DAS 28 =
Fator Reumatoéide =
Health Assesment Questionaire (HAQ)
Nivel de Dificuldade

Vocé é capaz de: Sem Com Com | Incapaz de

qualquer | alguma | muita | fazer
1. Vestir-se, inclusive amarrar 0 1 2 3
0s corddes do sapato e abotoar
suas roupas?
2. Lavar sua cabeca e seus 0 1 2 3
3. Levantar-se de maneira ereta 0 1 2 3
de uma cadeira de encosto reto
e sem brago?
4. Deitar-se e levantar-se da 0 1 2 3
5. Cortar um pedaco de carne? 0 1 2 3
6. Levar a boca um copo ou 0 1 2 3
uma xicara cheia de café ou
agua?
7. Abrir um saco de leite 0 1 2 3
8. Caminhar em lugares planos? 0 1 2 3
9. Subir 5 degraus? 0 1 2 3
10. Lavar e secar seu corpo 0 1 2 3
apos o banho?
11. Tomar banho de chuveiro? 0 1 2 3
12. Sentar-se e levantar-se de 0 1 2 3
um vaso sanitario?
13. Levantar os bracos e pegar 0 1 2 3
um objeto de aproximadamente
2,5 kg que estd posicionado
pouco acima de sua cabega?
14. Curvar-se para pegar suas 0 1 2 3
roupas no chao?
15. Segurar-se em pé no Onibus 0 1 2 3

ou no metrd?
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16. Abrir potes ou vidros de 0 3
conservas que tenham sido

abertos previamente?

17. Abrir e fechar torneiras? 0 3
18. Fazer compras nas 0 3
redondezas onde mora?

19. Entrar e sair de um 6nibus? 0 3
20. Realizar tarefas tais como 0 3

usar a vassoura para varrer e

rodo para dgua?

Escore dos Componentes:
Componente 1, perguntas 1 e 2:

Maior escore:
Componente 2, perguntas 3 e 4.

Maior escore:
Componente 3, perguntas 5,6 e 7:

Maior escore:
Componente 4, perguntas 8 e 9:

Maior escore:
Componente 5, perguntas 10, 11 e 12:
Maior escore:

Componente 6, perguntas 13 e 14:

Maior escore:
Componente 7, perguntas 15 e 16:

Maior escore:
Componente 8, perguntas 18, 19 e 20:
Maior escore:

Média Aritmética dos
Escores dos Componentes =

Escore do HAQ:

Tratamento Atual:
CORTICosterdides: ( )S ( )N
Qual?
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Dose? Frequéncia?
METOtrexato: ( )S ( )N

Dose? Frequéncia?
SULFASSALazina: ( )S ( )N
Dose? Freqliéncia?
ANTIMALArico: ( )S ( )N Qual?
Dose? Frequéncia?
CICLOFosfamida: ( )S ( )N
Dose? Freqliéncia?
INFLIXImab: ( )S ( )N
Ampolas? Frequéncia?
ETANERcept: ( )S ( )N
Ampolas? Freqliéncia?
AINE: ( )S ( )N Qual?

Dose? Frequiéncia?
ANALGésicos: ( )S ( )N

Qual?

Dose? Frequiéncia?
Outros: ( 1 )S ( )N

Quiais?

Dose? Frequiéncia?
Idade da MENARCA: anos
MENOPAUSA: ( )S ( )N Idade: anos
GESTA: PARA:

FASE do Ciclo Reprodutivo: ( )Menacme ( )Climatério
Tratamento HORMONAL Antes do Diagnostico: (1 )S ( )N

Qual? ( )AC ( )Outro

Duracdo: Parou ha quanto tempo?

Tratamento MEDICAMENTOSO Antes do Diagnéstico: ( )S ( )N
Quiais?

Historia de Uso de DROGAS:
Alcool: ( )S ( )N Tipo?
Qtde? Freqliéncia?

Cigarro: ( )S ( )N Cigarros/dia:
Se fumava, qual a duracdo?
Quando parou?
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Algum familiar ou amigo préximo é fumante?

Drogas llicitas: ( )S ( )N Qual?

Por quanto tempo?
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ANEXO C

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido individuos 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 salde e
genéticos de pacientes que desenvolveram artrite reumatoide e controles
saudaveis. Para isto pedimos a colaboragdo para doar 10 ml de sangue
periférico (com anticoagulante EDTA) e para responder um questionario
gue 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 participacdo dos pacientes nesta pesquisa
é voluntéria e as informagdes aqui coletadas, bem como dos resultados
das analises genéticas serdo 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 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 condicdo de voluntario de acordo com o0s
critérios expostos no termo de consentimento livre e esclarecido:

Florianépolis, ___/ /

Assinatura:
RG:
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ANEXO D

Questionério para individuos controles.

Universidade Federal de Santa Catarina
Centro de Ciéncias Bioldgicas
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e
Genética - BEG
Laboratério de Polimorfismos Genéticos
QUESTIONARIO — GRUPO CONTROLE
IDENTIFICACAO

Data: _/ [/  Coleta: ( ) sangue

&
=

Dados Pessoais:

Nome:

Endereco:

Cidade: Telefone Residencial:

Telefone Trabalho: Celular:

Idade:  Sexo: ( )M () F Data de nascimento: / /
Estado Civil: Tipo de sangue:

Profissdo: Aposentado: ( ) Sim  ( )N&o
Escolaridade: ( ) analfabeto (') 1° grau incompleto

(') 1° grau completo (') 2° grau incompleto
(') 2° grau completo () superior incompleto
(') superior completo () p6s graduacao

Peso: Altura:

Cidade onde nasceu:

Ascendéncia:

Materna Paterna

Etnia: ( ) Euro descendente () Afro descendente

( ) Asiatico descendente ( )Indigena descendente
Cordapele: ( )negra ( )mulata ( )amarela ( )branca
Observacao:

Dados Familiares:
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Nome do pai:
Cidade onde nasceu:

Ascendéncia do pai:

Materna Paterna
Profissao:

Nome da mae:

Cidade onde nasceu:

Descendéncia da mae:

Materna Paterna
Profissdo:

Possui Irmdos: ( ) Sim () Néo Quantos:
Possui filhos: ( ) Sim () Néo Quantos:

Ingere BEBIDA ALCOOLICA? ( )Sim ( )N&o

Frequéncia:

() Todos os dias ( )Fim de semana ( ) Esporadicamente (Festas)
Quantidade (copos 200ml):
Que tipo de bebida alcodlica ingere mais frequentemente?
() Cerveja () Vinho () Cachaga ( ) Outro
Que tipo de bebida alcodlica nunca ingere?
() Cerveja () Vinho () Cachaca ( ) Outro

Pratica EXERCICIOS FISICOS? ( ) Sim ( )N&o
Tipo:

Quantidade: ( ) menosde 30 min ( )30min ( )1h ( )maisdelh
Freqiiéncia: ( ) 1xsemana  ( )2-3xsemana  ( )4-6x semana
( ) Todos os dias () Menos de 1x semana

Vocé FUMA? ( )Sim () Ndo Vocé jaFUMOU? ( )Sim () Nao
Tipo: () Cigarro ( ) Charuto ( ) Cachimbo ( ) Outro
Quantidade e Freqiiéncia (n° de cigarros por dia):
Tempo que fuma ou fumou:
Ha quanto tempo parou:

Entrevistador: Data da entrevista: [

Nome:
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Identificacdo:
HISTORICO HORMONAL E REPRODUTIVO

Idade da MENARCA.:

MENOPAUSA: () Sim () N&o Idade:
HISTERECTOMIA: ( ) Sim ( ) Nédo

PARIDADE:

N° de gesta¢des Idade da 12 estacéo

Ne° de filhos ( ) nulipara N:
Abortos( )P  ()E N
Amamentou: ( ) Sim ( ) Ndo Tempo total (meses):

TRAT. HORMONAL:

Utiliza AC? ( )Sim () N&o

Ja utilizou AC? ( )Sim () Nao

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

Tempo que usa ou usou AC:
Ha quanto tempo parou?

Faz TRH? ( )Sim () N&o Jafez TRH? ( )Sim () Né&o
Nome do Horménio:

Tempo que faz ou fez TRH:
Ha quanto tempo parou?

( )Outros horménios Tempo total:

Obeservacoes:

HISTORICO MEDICO
Caso de CANCER pessoal? ( )Sim () Ndo
Tipo:

Casos de CANCER DE MAMA na familia? ( )Sim () Ndo
Grau de Parentesco: ( ) filha () irmd ()Ymée ()avéd
(') 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 () N&o
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Grau de Parentesco e tipo:

Caso de TUMOR BENIGNO pessoal? ( )Sim () Néo
Local:

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

Tempo de diagndstico:
Casos de DOENCA AUTOIMUNE na familia? ( )Sim () Néo
Grau de Parentesco e tipo:

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

HIPERTENSAO ARTERIAL: ( )Sim () N&o
HIPERCOLESTEROLEMIA: ( )Sim ( ) Néao
OSTEOPOROSE: ( )Sim () Néo

DOENCA REUMATICA: ( )Sim () Néo

DIABETES: ( )Sim ( ) Néo

ASMA: ( )Sim () Néo

HIV: ( )Sim ( )N&o ( ) Nunca fez exame

HEPATITE: ( )Sim ( )N&o () Nunca fez exame

DENGUE: ( )Sim () Néo

TUBERCULOSE: ( )Sim ( ) N&o

DISTURBIO RENAL: ( )Sim () Nao

DISTURBIO PULMONAR: ( )Sim () N&o

DISTURBIO HEPATICO: ( )Sim ( ) N&o

Casos de DOENCA DE ALZHEIMER na familia: ( )Sim () Nao
Grau de parentesco:
Casos de DOENCA DE PARKINSON na familia: ( )Sim () Ndo
Grau de parentesco:
OUTRAS DOENGCAS?:

Alérgico a algum medicamento?
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Alérgico a algum alimento?

Teve DEPRESSAO?

Utilizou ou utiliza alguma medicacéo por longo tempo? ( ) Sim ()
Né&o
Nome do medicamento (dosagem e frequéncia) e tempo que utilizou:
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ANEXO E
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido individuos controles.
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR,

[
= EMBRIOLOGIA E GENETICA
&5 ¥|  LABORATORIO DE POLIMORFISMOS

GENETICOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETOS DE PESQUISA:
“CANCER DE MAMA: AVALIACAO DE PARAMETROS
INFORMATIVOS PARA DIAGNOSTICO E PROGNOSTICO NA
POPULACAO DO ESTADO DE SANTA CATARINA”

e

’“GENETICA DA AUTOIMUNIDADE: POLIMORFISMOS EM
LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO E ARTRITE REUMATOIDE
EM PACIENTES DE SANTA CATARINA.”

INFORMACOES:

Pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina
estdo desenvolvendo projetos de pesquisa para avaliacdo de fatores
genéticos, doencas e habitos alimentares e pessoais que podem estar
associados ao aparecimento do céncer de mama e doencas
autoimunes. Para isto pedimos sua colaboracéo e permissdo para fazer
parte do grupo controle e para extrairmos de parte de seu material
bioloégico, uma quantia pequena de DNA (molécula que contém os
genes, que sdo as informacBes de suas caracteristicas biolégicas). O
DNA sera analisado no laboratério para tentarmos descobrir se ha
relagdo entre alguns genes, propostos nos atuais projetos (ligados ao
metabolismo de hormoénios sexuais, de substancias 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
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novamente sua autorizagdo, apés um novo contato. Deixamos claro que
sua participacao é voluntaria. A equipe agradece antecipadamente sua
colaboragdo e se coloca a sua disposicdo para responder qualquer
pergunta que vocé queira fazer, e esclarecer quaisquer davidas que
porventura aparecam. Para isso vocé pode telefonar para o nimero (48)
3721-9804 e conversar com a Profa. Dra. lliada Rainha de Souza ou
seus orientandos.

Procedimentos:

Caso vocé concorde em participar, vocé ira preencher um
guestionario para sabermos seus dados pessoais (como nome, enderego e
telefone) e ird assinar um termo de consentimento livre e esclarecido
para que possamos utilizar seus dados pessoais e material biolégico
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 questionario de duracdo maxima de
20 minutos. Este questionario ird conter dados como seus habitos
alimentares e pessoais, histérico reprodutivo e histdrico clinico,
essenciais para o desenvolvimento das pesquisas.

Riscos:
A coleta de sangue é um procedimento normal para a realizacdo de
varios exames. O aparecimento de mancha roxa ou dor no local da
espetada da agulha podem ocorrer sem representar maiores
preocupacgdes. As informagdes 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 céncer de mama e doencas
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autoimunes, e para identificagdo de pessoas que tem risco de
desenvolver essas doengas, podendo beneficiar muitas outras pessoas.

Assinaturas:

Pesquisador responsavel

Floriandpolis, /[
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