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Resumo

RESUMO

A autoimunidade resulta da falha do sistema imune em distinguir o
préprio do ndo-préprio ou do préprio alterado e desde os primeiros
estudos sobre as doengas autoimunes percebeu-se um forte
componente genético. O lUpus eritematoso sistémico (LES) é uma
doenca inflamatéria crénica que pode atingir multiplos 6rgdos e
acomete preferencialmente mulheres em idade reprodutiva. Os
receptores KIR, expressos principalmente nas células NK,
promovem o equilibrio entre a auto-tolerancia e a citotoxicidade
tendo um papel importante no controle da resposta imune. Os
objetivos deste trabalho foram identificar as frequéncias dos
genes KIR na populagédo de Santa Catarina e realizar um estudo
de associacdo desses genes ao LES. O perfil genotipico de 167
pacientes e 228 controles foi determinado através de PCR-SSP
de 12 locos (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR3DL1,
KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DS1 e
KIR2DP1). A frequéncia de presenca de cada gene foi calculada e
a frequéncia génica, estimada. O teste de OR (odds ratio) foi
utilizado para investigar a associacdo desses genes ao LES. Dos
genes que codificam receptores inibidores, 0 mais presente nos
casos foi KIR2DL1 e nos controles, KIR3DL1. Os genes KIR2DL2
e KIR2DL5 foram os menos presentes no grupo de casos e
controles, respectivamente. Dentre 0s genes de receptores
ativadores, KIR2DS4 foi mais presente tanto nos casos como nos
controles, e KIR2DS3 o0 menos presente. Seis genes
apresentaram associacdo ao LES: KIR2DL2 (OR 2,781, p =
0,001), KIR2DL5 (OR 0,290, p < 0,001), KIR2DP1 (OR 0,340, p =
0,048), KIR2DS1 (OR 0,437, p < 0,001), KIR2DS5 (OR 4,300, p <
0,001) e KIR3DS1 (OR 0,562, p = 0,009). Foi observada a
ocorréncia de 102 perfis genotipicos, sendo que 30 séo inéditos e
a frequéncia do haplogrupo A foi de 17,6% em casos e 9,5% em
controles. Desta forma, pode-se afirmar que os genes KIR estédo
associados ao LES.

Palavras-chave: autoimunidade, genes KIR, lUpus eritematoso
sistémico, células natural killer






Abstract

ABSTRACT

Autoimmunity results from the failure of the immune system
distinguishing self from non-self or altered self and since the first
studies about the autoimmune diseases it was observed a strong
genetic component in it. Systemic lupus erythematosus (SLE) is a
chronic inflammatory disease that can affect multiple organs and
strikes prefererably women in reproductive age. KIR receptors,
expressed mainly in NK cells promote the balance between auto-
tolerance and cytotoxicity, with an important role in the control of
immune response. The objectives of this work were to identify the
KIR gene frequencies in the population of Santa Catarina and to
perform an association study of these genes to SLE. The
genotypic profile of 167 patients and 228 controls was determined
through PCR-SSP of 12 loci (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3,
KIR2DL4, KIR3DL1, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4,
KIR2DS5, KIR3DS1 e KIR2DP1). The frequency of presence of
each gene was calculated and the genic frequency was estimated.
The OR (odds ratio) test was used to investigate the association of
these genes to SLE. Among the genes coding for inhibitory
receptors, the most present one in the cases was KIR2DL1, and in
controls, KIR3DL1. KIR2DL2 and KIR2DDL5 were the least
present in the cases and controls, respectively. Among the genes
encoding activating receptors, KIR2DS4 was the most present in
both groups and KIR2DS3 the least present. Six loci presented an
association to SLE: KIR2DL2 (OR 2.781, p = 0.001), KIR2DL5
(OR 0.290, p < 0.001), KIR2DP1 (OR 0.340, p = 0.048), KIR2DS1
(OR 0.437, p < 0.001), KIR2DS5 (OR 4.300, p < 0.001) and
KIR3DS1 (OR 0.562, p = 0.009). It was observed the occurrence
of 102 genotypic profiles, being 30 of them so far unpublished and
the frequency of the haplogroup A is 17.6% in cases and 9.5% in
controls. Hence, one can state that the KIR genes are associated
to SLE.

Keywords: autoimmunity, KIR genes, systemic lupus
erythematosus, natural killer cells
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1. INTRODUGCAO

1.1 Sistema imune e autoimunidade

O sistema imune defende o corpo contra uma miriade de
patdgenos, incluindo bactérias, virus e parasitas, uma tarefa que
requer que as células desse sistema tenham um repertério muito
grande de receptores para assegurar que 0s patdgenos sejam
reconhecidos. Esse reconhecimento leva a expansédo clonal dos
linfcitos patdgeno-especificos, que direta ou indiretamente
eliminam o patégeno invasor. Um pré-requisito para este processo
€ o reconhecimento do préprio e do nao-préprio ou do préprio
alterado. Os receptores sdo gerados num processo randémico, e
células com receptores com afinidade demasiada ou muito fraca
pelos ligantes sdo eliminadas por mecanismos de selecdo. As
Células que escaparem desse mecanismo podem levar ao
desenvolvimento de autoimunidade, e dependendo do perfil de
expressao do antigeno, as células autorreativas podem induzir
doencas  autoimunes  6rgdo-especificas ou  sistémicas
(GRIESEMER, SORENSON e HARDY, 2010; JAGER e
KUCHROO, 2010).

A autorreatividade em si € um aspecto normal do processo
fisiolégico de inflamacgéo tecidual, enquanto que a caracteristica
da autoimunidade patol6gica (doenga autoimune) é a persisténcia
de autoreatividade causada pelo suprimento continuo de sinais de
perigo (estruturas liberadas ou produzidas pelas células ou
tecidos submetidos a estresse ou morte celular anormal que
induzem a ativacdo de células apresentadoras de antigeno), ou
seja, autoreatividade crénica (TVEITA, 2010).

A autoimunidade causa diversas doencas no homem e
estima-se que afete de 5 a 8% da populagdo humana. A etiologia
da maioria das doencas autoimunes humanas continua obscura, e
0 conhecimento sobre esses processos imunologicos ainda é um
grande desafio para os pesquisadores (OLIVER e SILMAN, 2009).

As doencas autoimunes podem ser sistémicas ou Orgao-
especificas. Por exemplo, a formacdo de complexos imunes
circulantes compostos de antigenos préprios e de anticorpos
especificos tipicamente produz doencas sistémicas, como o ldpus
eritematoso sistémico (LES). Em contraste, respostas com
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autoanticorpos ou células T contra antigenos proprios com
distribuicdo tecidual restrita levam a doencas 6rgdo-especificas,
como o diabete melito tipo | e a esclerose multipla (revisado por
JAGER e KUCHROO, 2010).

Os principais elementos que contribuem para o
desenvolvimento da autoimunidade séo a suscetibilidade genética
e os fatores ambientais, como as infeccbes. Eles colaboram para
a quebra da auto-tolerancia e promovem o influxo de linfcitos
autorreativos e sua ativacdo, resultando em lesdo tecidual
(FIERABRACCI, 2011).

Desde os primeiros estudos sobre as doencas autoimunes
em pacientes e animais, percebeu-se que elas tém forte
componente geneético, e estudos com gémeos corroboram essa
evidéncia (CRISWELL, 2008).

Algumas disfun¢6es autoimunes podem compartilhar genes
envolvidos na sua etiologia e também 0s mesmos mecanismos-
base (ALARCON-SEGOVIA et al., 2005, GREGERSEN e
BEHRENS 2006). A maioria das doencas autoimunes &
poligénica, e os individuos afetados herdam multiplos
polimorfismos genéticos que contribuem para a suscetibilidade a
doencas, sugerindo que estes influenciam mecanismos gerais da
imunorregulacéo e auto-tolerancia (DIEUDE, 2009).

O LES é considerado o protétipo das doengas autoimunes,
tanto pela sua heterogeneidade clinica, que resulta em
manifestacdes extremamente variaveis da doenca bem como
suas consequéncias, quanto pela variacdo em termos de
autoanticorpos produzidos (CRISWELL, 2008).

1.2 Lapus eritematoso sistémico

O ldpus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca
inflamatédria cronica que pode atingir multiplos 6érgdos e acomete
preferencialmente mulheres jovens. As suas manifestacdes
clinicas sdo extremamente variadas, tanto na apresentacao inicial
como no curso da doenca. Dentre os sintomas, a principal
caracteristica € o acometimento da pele, com aparecimento de
eritema malar em forma de borboleta, eritemas pelo corpo, além
de inflamac¢des nas articulagcdes, pulmdes, rins, coracdo e
membranas serosas. Apresenta uma evolucdo cronica,
caracterizada por periodos de atividade inflamatéria e posterior
remissdo da mesma (RAHMAN e ISENBERG, 2008).

22



Introducao

A doenca é caracterizada pela ativacdo de células B
policlonais e a producdo de autoanticorpos contra diversas
proteinas nucleares, mais especificamente, dupla fita de DNA, que
levam a dano tecidual através da formacédo e deposicdo de
imunocomplexos  autoanticorpo-autoantigeno  (RAHMAN e
ISENBERG, 2008; HARLEY et al., 2009).

Embora possa ocorrer em qualquer idade, a doenca é mais
frequente entre os 20 e 45 anos, durante o periodo reprodutivo,
sendo que o sexo feminino é cerca de 10 vezes mais afetado que
o masculino (RAHMAN e ISENBERG, 2008; OLIVER e SILMAN,
2009; GONZALEZ et al., 2010).

Estudos epidemiolégicos realizados nos Estados Unidos
mostram uma prevaléncia de LES variando de 1 caso para 2.000
até 1 para 10.000 habitantes. Um estudo realizado com a
populagdo brasileira indica incidéncia de 8,7 casos a cada
100.000 habitantes (VILAR e SATO, 2002; SATO et al., 2002;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA, 2008; FAUCI et
al., 2009).

N&o obstante a causa do LES seja desconhecida, admite-se
gue fatores genéticos, hormonais e ambientais participem do
desencadeamento desta doenca (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
REUMATOLOGIA, 2008; ONLINE MENDELIAN INHERITANCE IN
MEN, 2011).

O componente genético no desenvolvimento desta doenca
se tornou evidente em estudos com gémeos, quando se verificou
concordéancia na presenca de LES entre 24% e 69% para gémeos
monozigéticos e 2% a 9% para gémeos dizigoticos. Além disso,
10 a 20% dos pacientes tém um parente de primeiro grau afetado
pela mesma doenca (CRISWELL, 2008; DIEUDE, 2009;
HEWAGAMA e RICHARDSON, 2009).

Foi verificado, em pacientes com IlUpus, deficiéncia de
células natural killer (NK), tanto pelo nimero reduzido quanto pela
diminuicdo de funcdo dessas células, entretanto, ainda nédo esta
claro se essa diminuigcdo é uma causa ou um sintoma da doenga
(CARRINGTON e MARTIN, 2006).

1.3 Células NK
Células natural killer sdo uma subpopulacdo de linfécitos
gue reconhecem e extinguem células infectadas por virus, outros

patdgenos intracelulares e células neoplasicas através da
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producéo de citocinas e quimiocinas. Elas representam 5 a 25%
da populacéo de linfocitos circulantes e tém um papel fundamental
na regulacdo das respostas imunes, influenciando tanto a
imunidade inata quanto a adaptativa (PARHAM et al., 2010;
VIVIER et al., 2011).

O reconhecimento das células-alvo pelas células NK é
distinto daquele dos fagécitos, outra classe de células efetoras da
imunidade inata. Enquanto os receptores dos fagécitos se ligam
diretamente a determinantes antigénicos de um organismo invasor
e desenvolvem uma resposta imunologica que leva a morte desta
célula, as células NK interagem com células do préprio organismo
gue estejam infectadas ou malignamente transformadas, por isso
elas tem um sistema elaborado de identificacdo do proprio e do
nao-préprio, ou proprio alterado, por intermédio dos seus
receptores (BASHIROVA et al.,, 2006; CHEENT e KHAKOO,
20009).

Células NK ndo expressam receptores antigeno-especificos
que requerem rearranjos génicos somaticos, como fazem as
células T e B, mas séo reguladas por uma gama de receptores de
superficie codificados germinalmente, com funcBes tanto
ativadoras quanto inibidoras, expressos de forma estocastica e
variegada, resultando em varios subgrupos de células NK de
funcdo distinta. Ainda ndo esta claro se a heterogeneidade reflete
subpopulacdes de células NK ou diferentes estagios na sua
ativacdo ou maturagdo (MORETTA e MORETTA, 2004,
PERRICONE et al., 2008; CHEENT e KHAKOO, 2009; ORR e
LANIER, 2010; SCHLEINITZ et al., 2010).

Os receptores expressos pelas células NK reconhecem
moléculas do MHC (major histocompatibility complex — complexo
principal de histocompatibilidade) de classe | ou moléculas
estruturalmente relacionadas a essas. A interagcdo entre 0s
receptores e os ligantes durante o desenvolvimento dessas
células gera um equilibrio que impede que células NK maduras
destruam células saudaveis do corpo. Por outro lado, de acordo
com a hipoétese conhecida como “missing-self” (LJUNGGREN et
al., 1991), quando a expressdo do MHC de classe | é perturbada
por infec¢cbes, transformacdes malignas ou outras formas de
estresse, 0s receptores inibitérios ndo sdo estimulados pelos seus
ligantes, tornando as células afetadas suscetiveis a destruicdo
pelas células NK (VILCHES e PARHAM, 2002; BRODIN, KARRE
e HOGLUND, 2009; PARHAM et al., 2010).
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Apesar de geralmente serem classificadas como células do
sistema imune inato devido a auséncia de rearranjo
cromossdmico, as células NK exibem muitas caracteristicas
associadas com a imunidade adaptativa, incluindo a expansao
clonal de linfécitos antigeno-especificos, a geragao de células de
memoaria que persistem apds o encontro com o antigeno cognato
e a habilidade de montar uma resposta secundaria (ORR e
LANIER, 2010). Além do seu efeito citotdxico e antiviral, as células
NK ndo séo apenas erradicadoras, mas também reguladoras da
resposta imune adaptativa, interagindo e provendo sinais
estimuladores para 0s componentes desse sistema, incluindo
células T. Essa interagdo implica em um papel importante na
imunidade e no potencial envolvimento em uma vasta gama de
doengas, incluindo infecgBes, canceres e especialmente doencgas
autoimunes, uma vez que as células NK tenham receptores com
perfil de forte ativacdo do sistema imune (CARRINGTON e
MARTIN, 2006). Soma-se a isso o fato de que alteragbes na
funcao citotoxica das células NK séo frequentemente observadas
em pacientes de doencas autoimunes ou outras condi¢des
inflamatérias (PERRICONE et al., 2008; FLODSTROM-
TULLBERG et al., 2009).

As doencas autoimunes sao iniciadas a partir de uma série
de acontecimentos, incluindo a liberacdo de auto-antigenos do
orgdo-alvo, a interacdo do antigeno com células T e B nos 6rgaos
linfoides secundérios e finalmente, o direcionamento de células do
sistema imune para o tecido ou érgao-alvo e sua subsequente
destruicdo. As células NK podem agir nessas trés etapas, uma
vez que sao mediadoras do dano inicial do alvo, levando a
liberacdo de auto-antigenos ou modulando a resposta imunolégica
(FLODSTROM-TULLBERG et al., 2009).

1.4 Os receptores KIR e 0s genes que os codificam

A sigla KIR foi proposta pela primeira vez em 1996 e
significava receptores inibidores de células natural killer (killer-cell
inhibitory receptors) (LONG, COLONNA e LANIER, 1996).
Quando se descobriu que as moléculas KIR também podiam
ativar as células NK, a sigla foi mantida, porém o nhome mudado
para receptores das células NK semelhantes a imunoglobulinas
(killer-cell immunoglobulin-like receptors) (ROBINSON et al.,
2010).
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Os KIR sdo membros de um grupo de moléculas
reguladoras encontradas em um subconjunto de células linfoides,
expressos principalmente nas células NK, apesar de também
serem encontrados nos linfécitos T, reafirmando seu papel na
imunidade adaptativa (KHAKOO e CARRINGTON, 2006;
BARROW e TROWSDALE, 2008; BERGEN e KONING, 2010).
Foram identificados pela sua habilidade de conceder
especificidade na cit6lise mediada pelas NK (KINDT, GOLDSBY e
OSBORNE, 2008) e promovem o equilibrio entre a auto-tolerancia
e a citotoxicidade (BASHIROVA et al.,, 2006), tendo um papel
importante no controle da resposta imune. Este fato poderia
explicar a associagado observada entre certos genes KIR e o lupus
eritematoso sistémico, a artrite reumatoide e a artrite psoriética
bem como no controle da progressdo do HIV (CARRINGTON e
NORMAN, 2003; CARRINGTON e MARTIN, 2006; KHAKOO e
CARRINGTON, 2006; PELLET et al., 2007; GRAHAM et al., 2009)

Os receptores KIR sdo codificados pela familia de genes
KIR, composta por 14 genes e 2 pseudogenes, com uma
diversidade substancial em relacdo aos locos e alelos, que séo
expressos de forma clonal e estocastica, gerando um repert6rio
de células NK que apresentam diferentes combinacdes de KIR no
mesmo individuo (CHEENT e KHAKOO, 2009).

1.4.1 Nomenclatura e funcéo

A nomenclatura dos receptores KIR se baseia na estrutura
da molécula proteica, que consiste no numero de dominios
extracelulares semelhantes a imunoglobulina (dois ou trés) e no
tamanho da cauda citoplasmatica, sendo L para caudas longas
(do inglés long) e S para caudas curtas (do inglés short) (JOBIM e
JOBIM, 2008) (figura 1).
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KIR2DL KIR2DS KIR2DL KIR2DL KIR3DL KIR3DS

TIPO 1 TIPO 1 TIPO 2 TIPO 2
D2 D D2 D D2 D D2 D D1

D2

D1

D1

D1

D2

O O
o O QO

MC
KIR2DS1 KIR3DS1

KIR2DS2
KIR2DS3

KIR2DL1 KIRaDS4 KIR2DL4 KIR2DLSA KIR3DL1
KIR2DS5

KIR2DL2/3 KIR2DLSB KIR3DL2

Figura 1. Estrutura e nomenclatura de moléculas KIR. Os dominios
extracelulares estdo representados acima da membrana (MC) e as
caudas citoplasmaticas, abaixo. Caudas longas (L) e curtas (S) e o
nimero de dominios extracelulares (D) definem o nome do gene
(JOBIM e JOBIM, 2008).

Em geral, moléculas com caudas citoplasmaticas longas
promovem sinais de inibicdo por estarem associadas a motivos
inibitérios (ITIMs — immunoreceptor tyrosin-based inhibitory motif),
enquanto aquelas com caudas curtas promovem sinais de
ativacdo através da interacdo de um residuo de aminoacido
positivamente carregado na regido transmembranar do receptor
com um residuo de aminoacido negativamente carregado na
regido transmembranar da proteina adaptadora DAP12, a qual
carrega um motivo ativador (ITAM — immunoreceptor tyrosin-
based activation motif). O receptor KIR2DL4 é uma exce¢ao, pois
parece produzir tanto sinais de inibicdo, devido & presenca de um
ITIM na sua cauda citoplasmatica, quanto de ativacao, através da
interacdo com uma proteina acessoéria semelhante a DAP12,
FceRI-y, que envia sinal estimulatorio para a célula através do seu
ITAM (CARRINGTON e NORMAN, 2003; KIKUCHI-MAKI,
CATINA e CAMPBELL, 2005; PARHAM, 2005; BARROW e
TROWSDALE, 2008; CHEENT e KHAKOO, 2009; PARHAM et al.,
2010).
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1.4.2 Os genes KIR

Os locos KIR, que conttm uma familia de genes
polimérficos e altamente homoélogos, estdo na regido 19q13.4,
estendendo-se por aproximadamente 150kb dentro do complexo
de receptores leucocitarios (LRC — do inglés leukocyte receptor
complex) (figura 2). O tamanho de cada gene varia de 10 a 16Kb
de comprimento e sdo separados entre si por uma sequéncia de
aproximadamente 2kb (CARRINGTON e NORMAN, 2003;
CARRINGTON e MARTIN, 2006).

~150 Kb

- -

I KIRI0L3
KIR20L3
KIR20P1
KIR2DLY
KIR20L4
KIR20S4
KIR30L2

Haplotipo do grupo A

-1 Mb

KIR
FoaR
NCRI

19q13.4

Cromossomo 19

Figura 2: Representacdo do cromossomo 19, indicando o complexo
de receptores leucocitarios e a localizagdo dos genes KIR, tendo
como exemplo um haplétipo do haplogrupo A (ROBINSON et al.,
2010).

A estrutura béasica de um gene KIR é composta por 9 éxons
e esta representada esquematicamente na figura 3. De maneira
geral, os genes KIR apresentam alta homologia entre si, e o
alinhamento das sequéncias nucleotidicas mostra apenas
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs — do inglés single
nucleotide polymorphism) entre os genes na maioria das areas
alinhadas. Apesar do alto grau de similaridade, de 85 a 99%
(SINGLE et al., 2008), os genes KIR e seus alelos codificam
proteinas que tem caracteristicas diversas em termos de ligantes,
expressdo na superficie celular, sinalizacdo intracelular e
dobramento da proteina. Além disso, a diversidade das
sequéncias nucleotidicas nas regibes regulatérias afeta a
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capacidade transcricional de alguns genes e alelos (BASHIROVA
et al., 2006).

1T 2 3 4 5 6 4 8 9

— ; § : , R

Lider DO D1 D2 Haste TM CIT
Figura 3: Estrutura de 9 éxons de um gene KIR. A organizagdo éxon-
intron se relaciona intimamente com o dominio funcional que ele
codifica. Os retdngulos azuis representam éxons e as linhas
representam introns. Lider = sequéncia lider; DO = dominio DO; D1 =
dominio D1; D2 = dominio D2; Haste = sequéncia de ligacao entre os
dominios extracelulares e a regido transmembranar; TM = regido
transmembranar; CIT = cauda citoplasmatica (adaptado de
BASHIROVA et al., 2006).

Os éxons 1 e 2 codificam o peptideo-sinal e os dois
primeiros aminoacidos do polipeptideo maduro. Os éxons 3,4 e 5
codificam dominios semelhantes a imunoglobulina, DO, D1 e D2,
respectivamente. O éxon 6 codifica uma haste que conecta o
dominio D2 a regido transmembranar codificada pelo éxon 7,
enquanto a cauda citoplasmatica é codificada pelos éxons 8 e 9
(figura 3) (VILCHES e PARHAM, 2002).

Os KIR se situam em um segmento de DNA que passou por
expansdes e contragdes ao longo do tempo, e uma andlise dos
haplétipos KIR sugere uma histéria de duplicacdo génica e
permuta desigual na regido (CARRINGTON e NORMAN, 2003).
Acredita-se que 0s receptores ativadores tenham surgido por
duplicag@o e conversdo génica dos receptores inibidores e seu
papel inicial era se ligar a moléculas semelhantes a HLA de classe
| codificadas por virus, permitindo a célula NK eliminar células
infectadas (ABI-RACHED e PARHAM, 2005; ORR e LANIER,
2010; BERGEN e KONING, 2010;).

As mudancas de inibidor para ativador envolvem apenas de
cinco a sete alteracdes nucleotidicas, introduzindo um residuo de
aminodcido carregado na regido transmembranar que se liga ao
DAP12 e elimina os ITIMs. Como esses receptores derivam dos
KIR inibitérios com especificidade para HLA de classe |, ao menos
alguns dos KIR ativadores (KIR 2DS1, 2DS4) mantém essa
especificidade (BERGEN e KONING, 2010).
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1.4.3 Os haplogrupos KIR

Os hapl6tipos KIR podem ser distinguidos de acordo com os
genes que apresentam e apesar de variarem em nimero e tipo de
genes presentes, 0s locos KIR2DL4, KIR3DP1, KIR3DL2, e
KIR3DL3 estdo presentes em praticamente todos os haplétipos na
margem das regides centromérica e telomérica, sendo por isso
chamados genes moldura. Todos 0s outros existem em apenas
uma fragdo dos demais hapl6tipos (CARRINGTON e NORMAN,
2003).

O numero de genes KIR presentes em um haplétipo
(combinacdo de genes encontrada em um cromossomo) varia de
7 a 12. Baseado no conteudo génico, os haplétipos foram
divididos em dois grupos, A e B. A principal caracteristica do
haplogrupo A é possuir apenas um gene que codifica um receptor
ativador, KIR2DS4. Ele possui sete locos génicos: KIR2DL1,
KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DS4, KIR3DL1, KIR3DL2 e KIR3DL3 e
dois pseudogénicos: KIR2DP1 e KIR3DP1. O haplogrupo B
contém os demais haplétipos, que apresentam pelo menos um
dos seguintes genes: KIR2DL2, KIR2DL5, KIR3DS1, KIR2DS1,
KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5, além daqueles presentes no
haplogrupo A (ROBINSON et al., 2010; GONZALEZ-GALARZA et
al.,, 2011). A diferenca funcional mais relevante entre os dois
haplogrupos parece ser o nimero de receptores ativadores
presentes, maior no haplogrupo B. Vale ressaltar que existe um
alelo nulo de KIR2DS4, caracterizado pela delecédo de 21 pares de
bases na regido transmembranar, que leva a auséncia de
receptores ativadores na maioria dos individuos com haplogrupo
A (CARRINGTON e NORMAN, 2003; SINGLE et al., 2008).

1.4.4 Os receptores KIR

Similaridades estruturais e de sequéncia através de
moléculas KIR distintas definem trés tipos de dominios
semelhantes a imunoglobulinas (lg-like), denominados DO, D1 e
D2. Todas as moléculas KIR3D tem a configuragdo DO-D1-D2. As
moléculas KIR2D tem D1-D2 (tipo 1) ou DO0-D2 (tipo 2)
(BASHIROVA et al., 2006) (figura 4).
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Figura 4: Organizacdo dos dominios dos receptores KIR. Dominios
semelhantes a imunoglobulinas DO, D1 e D2 estdo representados
em cinza, azul e verde, respectivamente. KIR inibidores possuem o
motivo inibidor ITIM nos seus dominios citoplasmaticos, e KIR
ativadores e KIR2DL4 tem um residuo de aminoacido positivamente
carregado no dominio transmembranar (BASHIROVA et al., 2006).

Cada gene KIR inibidor codifica um receptor que se liga a
um conjunto de moléculas de antigeno leucocitario humano (HLA)
-A, -B ou —C, que séo expressas em todas as células nucleadas.
Através dessa ligagao, o receptor transmite um sinal inibitério via
ITIM, que inibe a ativac@o da célula NK e assim, previne o ataque
a tecido HLA-positivo. Células infectadas por virus e células
cancerosas geralmente perdem a expressao de HLA de classe |,
podendo entdo ser eliminadas pelas células NK (BERGEN e
KONING, 2010).

As células NK precisam diferenciar células saudaveis de
células infectadas ou transformadas de acordo com a prevaléncia
de sinais inibidores sobre sinais ativadores, mediados por
receptores KIR (CARRINGTON e NORMAN, 2003).
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2. JUSTIFICATIVA

Levando em consideracdo a importancia dos mecanismos
de regulacéo da resposta imune para o equilibrio entre a resposta
a antigenos estranhos e a tolerancia a antigenos proprios, sugere-
se a investigacdo de moléculas que estejam diretamente
relacionadas a estes eventos. Além disso, foi verificado que
pacientes acometidos por doencas autoimunes tém menor
nimero de células NK, além de funcdo reduzida delas
(CARRINGTON e MARTIN, 2006).

Os receptores das células NK foram associados a doencas
infecciosas (KHAKOO et al., 2004), canceres (CARRINGTON et
al., 2005; LOPEZ-VAZQUEZ et al., 2005a e LOPEZ-VAZQUEZ et
al., 2005b), diabetes tipo 1 (van der SLIK et al., 2003), artrite
psoriatica (MARTIN et al., 2002; NELSON et al., 2004), vasculite
reumatoide (YEN et al., 2001), entre outras.

Pelo fato de as moléculas KIR serem expressas nessas
células e poderem tanto ativar quanto inibir a resposta imune, elas
provavelmente tém um papel importante no controle desse
processo, 0 que poderia explicar a possivel associacdo entre a
presenca ou auséncia de certos genes KIR no lipus eritematoso
sistémico.

Este estudo caso-controle também colabora com a pesquisa
de marcadores moleculares para o LES, podendo contribuir para
melhorar o diagnéstico e, talvez, a deteccdo de novos alvos
terapéuticos para essa doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar as frequéncias dos genes KIR na populacdo de
Santa Catarina e realizar um estudo de associacdo desses genes
ao lupus eritematoso sistémico.

3.2 Objetivos especificos

e Otimizar a técnica de PCR-SSP para a genotipagem
dos genes KIR no Laboratério de Polimorfismos Genéticos
(LAPOGE).

¢ |dentificar o perfil génico de cada individuo com LES e
do grupo controle.

e Calcular a frequéncia da presenca de cada gene KIR
em casos e controles.

e Estimar, assumindo o Equilibrio de Hardy-Weinberg, as
frequéncias dos genes KIR em casos e controles.

e Calcular a frequéncia dos haplogrupos A e B descritos
para os genes KIR em casos e controles.

e Avaliar o papel dos diferentes genes KIR no LES
através de um estudo de associagdo caso-controle.

e Comparar as frequéncias de presenca dos genes KIR
observadas no presente estudo com demais populacdes
verificadas na literatura.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Este trabalho faz parte de um projeto mais amplo,
coordenado pela Dra. lliada Rainha de Souza, intitulado “Genética
da Autoimunidade: polimorfismos em LUpus Eritematoso
Sistémico e Artrite Reumatoide em pacientes de Santa Catarina”,
aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Santa
Catarina, parecer de nimero 172/06, de 26/06/2006.

4.2 Obtencédo das amostras

As coletas foram realizadas pela equipe do grupo de
pesquisa Genética Humana Aplicada, cadastrado no CNPq, do
qual faz parte a autora deste trabalho.

A amostra constitui-se de 167 pacientes com LES atendidos
pelo Hospital Universitario (HU) - UFSC, no periodo de agosto de
2005 a agosto de 2010, diagnosticados pelos reumatologistas da
Instituicdo, com ou sem sobreposi¢cdo do LES com outras doencgas
autoimunes. Todos os pacientes encontrados no ambulatério nos
periodos de coleta foram convidados a participar da pesquisa, nao
havendo outros fatores de selecdo além da presencga de LES. O
grupo controle € composto por 228 individuos coletados no HU -
UFSC, no Hospital Florianépolis e no Nucleo de Estudos da
Terceira Idade (NETI) da UFSC. Os critérios de sele¢do foram:
nao existir histérico familial nem evidéncia de doenca autoimune
(de acordo com relato durante entrevista) e género,
predominantemente feminino, para acompanhar o grupo de casos.

Os dados familiais e epidemioldgicos dos pacientes foram
obtidos durante entrevista, através de questionéarios estruturados
(ANEXO A). Apo6s a obtencdo do termo de consentimento livre e
esclarecido (ANEXO B) e da entrevista, foram coletados cerca de
8 ml de sangue periférico para extracdo de DNA e obtencdo de
dados genéticos. Os dados familiais e epidemiolégicos dos
controles foram obtidos de maneira similar (ANEXOS C e D), bem
como o consentimento esclarecido e a coleta de sangue. Dos
dados familiais e epidemiolégicos adquiridos, foram utilizados
neste trabalho para caracterizagdo da amostra: género, idade e
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ancestralidade, em pacientes e individuos controles. Para este
estudo, a ancestralidade foi determinada de acordo com as
caracteristicas fenotipicas observadas pelo entrevistador.

4.3 Processamento e conservacao das amostras

Cada individuo recebeu um ndmero de identificacdo que foi
utilizado para todos os procedimentos e analises moleculares e
gque permite acessar todos os dados genéticos e epidemioldgicos
disponiveis para cada amostra no banco de dados do LAPOGE.

As amostras de sangue contendo EDTA foram
centrifugadas a 3000 rotagcbes por minuto (rpm) (centrifuga
excelsa Il modelo 206BL para 8 tubos de 8 a 15ml) durante 20
minutos, para separacdo das hemécias, do plasma e dos
leucacitos (buffy coat), os quais foram utilizados para extracéo de
DNA genbmico. ApGs a separagdo dos componentes do sangue,
eles foram transferidos para microtubos e estocados a
temperatura de -20°C.

4.4 Extragdo e quantificagcdo de DNA

Para a extracdo de DNA gendbmico das amostras foi
empregada a técnica descrita por Sambrook, Fritsch e Maniatis
(2001), que utiliza TRITON-X e Proteinase K (ANEXO E). Apds a
extracdo, o DNA passou a integrar um Banco de DNA do
LAPOGE.

Posteriomente foi realizada a quantificacdo do DNA através
da absorbancia medida em 260nm e 280nm em espectrofotdbmetro
(SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 2001). A partir dai,
aliquotas das amostras foram diluidas para a concentragéo de uso
de 20pg/ml.

4.5 Genotipagem

A determinagdo do perfil genotipico de cada individuo foi
realizada pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase
através de oligonucleotideos iniciadores de sequéncia especifica
(PCR-SSP - polymerase chain reaction — sequence specific
primer) e cada gene KIR foi amplificado individualmente (tabela 1)
(VILCHES et al.,, 2007). Posteriormente, a determinacdo da
presenca ou auséncia dos genes em cada individuo foi feita
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através da amplificacdo ou ndo do fragmento correspondente a
cada gene verificada por eletroforese dos produtos das PCR.

Como controle da reacdo de PCR, visando evitar falso-
negativos, além da amplificacdo dos fragmentos dos genes KIR,
ocorreu a amplificagdo simultanea de um fragmento do gene NDN
(necdin homologue) ou GALC (galactosylceramidase) (ALVES,
RAJALINGAM e CANAVEZ, 2008).

Os protocolos detalhados da amplificacdo dos fragmentos
podem ser encontrados no ANEXO F.

A visualizacdo dos fragmentos em forma de bandas foi
realizada em gel de agarose 2% em presenca do corante
fluorescente GelRed™. As imagens dos géis foram capturadas
pelo fotodocumentador DNR Bio-Imaging Systems MiniBIS Pro
através do software GelCaptureTM e analisadas posteriormente.

Para todas as analises foram incluidos controles positivos e
negativos genotipados pela técnica de PCR-SSOP ou PCR-SSP
cedidos pela Prof. Dra. Maria Luiza Petzl-Erler, coordenadora do
Laborat6rio de Genética Molecular Humana, do departamento de
Genética da Universidade Federal do Parana.

Partindo do principio de que os genes moldura (KIR3DL3,
KIR3DP1, KIR2DL4 e KIR3DL2) estdo presentes em todos os
individuos (CARRINGTON e NORMAN, 2003), eles nao foram
genotipados neste trabalho, embora se saiba da existéncia de
haplétipos variantes para a presenca desses genes (BASHIROVA
et al., 2006).
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Tabela 1: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na genotipagem dos genes KIR pela técnica

de PCR-SSP e tamanho do fragmento amplificado, em pares de bases (VILCHES et al., 2007).

*Para este gene foram desenhados dois oligonucleotideos iniciadores diretos para amplificacdo de diferentes alelos.

40

Gene Oligonucleotideo iniciador Oligonucleotideo iniciador Tamanho do
direto (5’-3’) reverso (5’-3’) fragmento
<IR2DL1 STTGGTCAGATGTCATGTTTGAA _CTGCCAGGTCTTGCG 142
<IR2DL2 AAACCTTCTCTCTCAGCCCA 3CCCTGCAGAGAACCTACA 142
<IR2DL3 AGACCCTCAGGAGGTGA CAGGAGACAACTTTGGATCA 156
<IR2DL5 ATCTATCCAGGGAGGGGAG _ATAGGGTGAGTCATGGAG 147
<IR3DL1* CCATYGGTCCCATGATGCT _CACGATGTCCAGGGGA 108
TCCATCGGTCCCATGATGTT 109
<IR2DP1 ZGACACTTTGCACCTCAC 3GGAGCTGACAACTGATG 141
<IR2DS1* TCTCCATCAGTCGCATGAG 3GTCACTGGGAGCTGAC 96
TCTCCATCAGTCGCATGAA 96
<IR2DS2 TGCACAGAGAGGGGAAGTA _CCTGCAAGGTCTTGCA 110
<IR2DS3 AAACCTTCTCTCTCAGCCCA 3CATCTGTAGGTTCCTCCT 213
<IR2DS4 3GTTCAGGCAGGAGAGAAT CTGGAATGTTCCGTKGATG 111
<IR2DS5 AGAGAGGGGACGTTTAACC _TGATAGGGGGAGTGAGT 147
<IR3DS1* CATCGGTTCCATGATGCG CCACGATGTCCAGGGGA 107
CATCAGTTCCATGATGCG 107
VDN 3GCTGCACCTGAGGCTAA 3CCCCAAAAGAACTCGTATTC 335
3ALC TTACCCAGAGCCCTATCGTTCT 3TCTGCCCATCACCACCTATT 352
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4.7 Analise e tratamento dos dados
4.7.1 Homogeneidade da amostra

Os parametros idade, sexo e ancestralidade de casos e
controles foram submetidos a um teste de homogeneidade,
através do y°.

4.7.2 Gendtipos e andlise de associacao

A frequéncia de presenca de cada gene foi calculada por
contagem direta. Uma vez que a auséncia de um gene KIR é
recessiva, no procedimento de tipagem o0s heterozigotos e os
homozigotos apresentam o mesmo resultado. As frequéncias
génicas foram estimadas através da extracdo da raiz quadrada da
frequéncia genotipica observada dos individuos de gendtipo nulo
(férmula de Bernstein), considerados como homozigotos
recessivos, partindo-se do principio que a amostra encontra-se
em equilibrio de Hardy-Weinberg (GOURRAUD et al., 2005;
SINGLE et al., 2008).

Com base em tabelas de contingéncia 2x2 foi verificada a
associacdo de determinados genétipos com a suscetibilidade ao
LES através do teste odds ratio (OR) ou razao de chances,
adotando-se Intervalo de Confianca (IC) de 95% e considerando-
se p = 0,05 como o limite de significAncia. A OR foi calculada
segundo a formula OR = (ad)/(bc) (WOOLF, 1955), sendo a e b as
frequéncias absolutas de casos e controles que apresentam o
fator de risco e c e d, as frequéncias de casos e controles que nao
apresentam o fator de risco.

A OR pode ser compreendida como a razdo das
probabilidades e é comumente utiizada em estudos
epidemioldgicos para descrever o dano provavel que pode ser
causado pela exposi¢cdo a um fator de risco. Quando o valor da
odds ratio € maior que 1 e o intervalo de confianga n&o inclui o
numero 1, pode-se dizer que esta caracteristica € um fator de
risco; quando o valor da odds ratio for menor que 1 e o intervalo
de confianca néo incluir o 1, este pode ser considerado fator de
protecdo. Para este teste foi utilizado o software EpiMax Table
Calculator (HEALTH DECISION STRATEGIES, 2011).

Para os calculos de associacdo, foram considerados fatores
de risco ao desenvolvimento do LES, a presenca de genes que
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codificam receptores ativadores das células NK (aqueles
denominados com S, que devem estimular a resposta imune) e a
auséncia de genes que codificam receptores inibidores (aqueles
com L, que devem diminuir a resposta das células NK).

4.7.3 Perfis genotipicos

Os perfis genotipicos foram tabulados e sua descri¢cdo
prévia foi conferida no banco de dados The Allele Frequency Net
Database, Allele, haplotype and genotype frequencies in World
Wide Populations (GONZALEZ-GALARZA et al., 2011). A partir da
frequéncia de gendtipos homozigotos para o haplogrupo A, inferiu-
se a frequéncia dos haplogrupos A e B, utilizando-se a formula de
Bernstein, citada anteriormente.

4.8 Comparacao de técnicas

Os individuos que apresentaram perfil genotipico Unico
nesta populagéo, ou seja, aqueles em que apenas um individuo
mostrou determinada combinacdo de genes, foram genotipados
novamente pela técnica de PCR-SSP com um 1 ou 2 conjuntos
diferentes de oligonucleotideos iniciadores, apresentados na
tabela 2 (MARTIN e CARRINGTON, 2008), com o proposito de
comparacdo dos resultados obtidos. Quando utilizados 2 pares
de iniciadores para um mesmo gene, eles amplificam regides em
éxons diferentes.
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Tabela 2: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na comparacdo das técnicas de
genotipagem dos genes KIR através de PCR-SSP e tamanho do fragmento amplificado, em pares de bases
(MARTIN e CARRINGTON, 2008). As letras A e B referem-se a diferentes pares de oligonucleotideos

iniciadores utilizados para amplificar fragmentos diferentes do mesmo gene.

3ene

Jligonucleotideo iniciador

Jligonucleotideo iniciador

Tamanho do

direto (5’-3’) -everso (5’-3’) fragmento
<IR2DL1 STTGGTCAGATGTCATGTTTGAA 3GTCCCTGCCAGGTCTTGCG 146
<{IR2DL2A ZTGGCCCACCCAGGTCG 5GACCGATGGAGAAGTTGGCT 173
<IR2DL2B SAGGGGGAGGCCCATGAAT TCGAGTTTGACCACTCGTAT 151
<IR2DL3 CTCCTTCATCGCTGGTGCTG AGGCTCTTGGTCCATTACAA 518
<{IR2DL5A 5CGCTGTGGTGCCTCG 5SACCACTCAATGGGGGAGC 214
<{IR2DL5B TGCAGCTCCAGGAGCTCA 3GGTCTGACCACTCATAGGGT 191
<IR3DL1A CGCTGTGGTGCCTCGA SGTGTGAACCCCGACATG 191
<IR3DL1B _CCTGGTGAAATCAGGAGAGAG TGTAGGTCCCTGCAAGGGCAA 186
<{IR2DP1A 3TCTGCCTGGCCCAGCT 3TGTGAACCCCGACATCTGTAC 205
<{IR2DP1B _CATCGGTCCCATGATGG CACTGGGAGCTGACAACTGATG 89
<IR2DS1* CTTCTCCATCAGTCGCATGAA AGAGGGTCACTGGGAGCTGAC 102

CTTCTCCATCAGTCGCATGAG 96
<{IR2DS2A [TCTGCACAGAGAGGGGAAGTA 5GGTCACTGGGAGCTGACAA 175
<IR2DS2B ZGGGCCCCACGGTTT SGTCACTCGAGTTTGACCACTCA 240
<IR2DS3 CTATGACATGTACCATCTATCCAC AAGCAGTGGGTCACTTGAC 190
<{IR2DS4A ZTGGCCCTCCCAGGTCA [CTGTAGGTTCCTGAAAGGACAG 204
<{IR2DS4B STTCAGGCAGGAGAGAAT STTTGACCACTCGTAGGGGAC 198/219
<{IR2DS5 [GATGGGGTCTCCAAGGG TCCAGAGGGTCACTGGGC 126
<IR3DS1 CCTGGTGAAATCAGGAGAGAG 53TCCCTGCAAGGGCAC 180

*Para este gene foram desenhados dois oligonucleotideos iniciadores diretos para amplificacao de diferentes alelos.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo da amostra

Todos os 394 individuos que compfem a amostra (167
casos e 227 controles) residem em Santa Catarina. Os fatores
epidemioldgicos considerados no teste de homogeneidade estéo
apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Distribuicdo de sexo, idade e ancestralidade em pacientes
com LES (casos) e individuos saudaveis (controles) e o valor do
do teste de homogeneidade entre as duas populagfes amostradas.

Fatores

2
epidemiolégicos Casos Controles X P
exo (n=151) (n =216)
Feminino 97,35% (147) 94,91% (205) 1,354 0,224
Masculino 2,65% (4) 5,09% (11)
dade (n=151) (n=213)
Até 25 19,21% (29) 16,90% (36)
26-35 o 8,45% (18
20,53% (31) “U8) 077 <0001
36-45 32,45% (49) 16,90% (36)
46-55 21,85% (33) 21,60% (46)
Mais de 55 5,96% (9) 36,15% (77)
\ncestralidade (n=138) (n=203)
Europeia 76,81% (106) 87,68% (178)
Africana 18,84% (26) 10,84% (22) 5,624 0,060
Amerindia 4,35% (6) 1,48% (3)

A variacdo do
informados.
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5.2 Gendétipos e andlise de associagao

Os resultados obtidos através da genotipagem dos genes
KIR para os individuos amostrados podem ser vistos na tabela 4.
O numero de amostras (n) difere entre os genes devido a nao
amplificacdo de algumas amostras para eles.

Dos genes que codificam receptores inibidores, o mais
presente nos casos foi KIR2DL1, com 98,18% e nos controles
KIR3DL1, 96,40%. E os genes KIR2DL2 (77,58%) e KIR2DL5
(53,54%) 0s menos presentes no grupo de casos e controles,
respectivamente

Dentre os genes de receptores ativadores, KIR2DS4 ¢é o
mais presente tanto nos casos (87,19%) como nos controles
(88,05%). E KIR2DS3 o menos presente (39,26% e 31,98%,
respectivamente).

Ainda na tabela 4, pode-se observar o resultado da analise
de associagdo entre a presenca ou auséncia dos genes KIR ao
LES. Dos 12 locos estudados, dois apresentaram OR maiores que
1 (p < 0,05), sendo que um codifica um receptor inibidor das
células NK (KIR2DL2) e outro um receptor ativador (KIR2DS5);
guatro apresentaram OR menores que 1 (p < 0,05): um gene que
codifica um receptor inibidor (KIR2DL5), dois que codificam
receptores ativadores (KIR2DS1 e KIR3DS1) e um pseudogene
(KIR2DP1).

As frequéncias de presenca dos genes KIR observadas em
diversas populagbes podem ser vistas na tabela 5. O grupo
controle foi considerado representativo da populagdo de Santa
Catarina.
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Tabela 4: Genotipos identificados para presenca ou auséncia de 12 locos KIR e estimativa das frequéncias
génicas (f) para pacientes com LES (casos) e individuos saudaveis (controles) e calculos de associacdo (OR)
entre a presenca ou auséncia dos genes e o desenvolvimento do LES, seguidos de valores de IC 95% e p.

Casos n (%) Controles n (%)

Loco . R
n presenga auséncia f n presenga auséncia f

OR IC 95% p

KIR2DL1 [l65 162(98,18) 3(1,82) 0,865 P27 218(96,03) 9 (3,97) 0,801 p,449 0,095-1,840 0,357
§ KIR2DL2 65 128(77,58) 37(22,42) 0,526 P27 209(92,07) 18(7,93) 0,718 p781 1470-5301 0,001
SKIR2DL3 [l64 153(9329) 11(671) 0,741 P27 207(91,19) 20(8,81) 0,703 D,744 0,323-1,689 0,568
2 kiRzoL5 64 131(79,88) 33(20,12) 0,551 P26 121(53,54) 105 (46,46) 0,318 P,290 0,178-0,472 <0,001

KIR3DL1 [l64 158(96,34) 6(3,66) 0,809 P22 214(96,40) 8 (3,60) 0,810 [1,016 0,306-3,302 1,000

KIR2DP1 165 160 (96,97) 5(3,03) 0,826 P26 207(91,59) 19(8,41) 0,710 D,340 0,109-0,993 0,048

KIR2DS1 [163 83(50,92) 80(49,08) 0,299 P26 159(70,35) 67(29,65) 0,455 P,437 0,281-0,679 <0,001
. KIR2DS2 ]l64 83(50,61) 81(49,39) 0,297 P25 114(50,67) 111(49,33) 0,298 P,998 0,654-1,523 1,000
§K1R2053 163 64(39,26) 99(60,74) 0,221 p22 71(31,98) 151(68,02) 0,175 [,375 0,882-2,144 0,170
S kir2psa 164 143(87,19) 21(12,81) 0,642 P26 199(88,05) 27(11,95) 0,654 P,924 0,482-1,775 0,922

KIR2DS5 [167 113 (67,66) 54(32,34) 0,431 P23 73(32,73) 150(67,27) 0,180 },300 2,741-6,758 <0,001

KIR3DS1 [l65 92 (55,76) 73(44,24) 0,335 P27 157(69,16) 70(30,84) 0,445 D,562 0,362-0,871 0,009

n: nimero amostral; %:  nimero relativo; f: frequéncia génica; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianga; p:
probabilidade; PG: pseudogene
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Tabela 5: Distribui¢do da presenca dos genes KIR entre diferentes populages.

>opulagio n |2pL1 2p12 2p13 2D15 3DL1 2DP1  2DS1  2Ds2  2DS3  2Ds4  2DS5  3DS1  |Ref.
AMERICAS
Brasil
Santa Catarina [228° [0,960 0,921 0,912 0,535 0,964 0,916 0,703 0,507 0,320 0,880 0,327 0,692 1
Curitiba (PR)  |153 0,973 0,575 0818 0,497 0918 0,947 0409 0,586 0,316 0,951 0,329 0,363 2
Parand 289 [0,972 0471 0,893 0526 0,941 0969 0,408 0471 0,226 0,938 0346 0,391 3

(F’F:’Sr)to Alegre 1115 loo7a 0652 0852 0522 0957 0974 0383 0591 0339 0957 0287 0,417 4
Sudeste 55 [1,000 0491 0,854 0364 0,873 0454 0,473 0,291 0,382 0327 0,364 5

Belo

Horizonte 90 [0,967 0522 0944 0589 0,967 0,378 0533 0,389 0,956 0,322 0,400 6

(MG)

E‘;;‘:‘o 166 (0,970 0,560 0,873 0,614 0,964 0416 0566 0313 0952 0404 0,386 6
Belém (PA) 347 |0,963 0,750 0,902 0,700 0,930 0,970 0430 0,424 0331 0,873 0542 0,560 7
Amazonia - 40 0,930 0650 0,800 0,850 0,650 0,880 0,580 0,100 0,780 0,900 0,700 8

amerindios
Argentina

Euro-

descendente [402 [0,960 0,560 0,870 0,560 0,950 0,960 0,460 0,550 0,290 0,950 0,360 0,420 9

S

Cvr:‘ciri'”d'os 101 (0,840 0,620 0,840 05530 0,890 0,840 0,460 0,610 0,030 0,890 0,520 0,540 9

Amerindios 1 </ 19910 0440 0870 0,590 0,870 0010 0570 0410 0060 0870 0560 0,570 9

Chiriguanos




dopulagdo n 2DL1 2DL2 2DL3 2DL5 3DL1 2DP1 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DS1 Ref.
Venezuela 205 0,971 0,493 0,932 0,600 0,902 0,971 0,429 0,498 0,210 0,898 0,410 0,439 10
Canada 299 0,946 0,529 0,885 0,966 0,350 0,480 0,242 0,960 0,260 0,340 11
Bsr:iaddozs 759 10,974 0,469 0,909 0,547 0,951 0,984 0,397 0,456 0,262 0,953 0,374 0,393 12
Euro-
descendente |195 0,969 0,492 0,887 0,582 0,949 0,979 0,374 0,497 0,282 0,949 0,359 0,395 12
s
Hispanicos 128 10,984 0,469 0,938 0,602 0,938 1,000 0,445 0,469 0,273 0,938 0,430 0,453 12
Afro-
descendente |58 [0,983 0,569 0,810 0,534 1,000 0,983 0,224 0,466 0,276 1,000 0,379 0,138 12
3
Asiatico-
150 0,967 0,400 0,907 0,553 0,940 0,993 0,433 0,373 0,273 0,953 0,367 0,440 12
descendente
Meéxico 277 [1,000 0,370 1,000 0,550 >0,970 >0,970 0,550 0,370 0,110 >0,970 0,550 0,550 13
SUROPA
Agores 117 10,932 0,632 0,803 0,718 0,915 0,940 0,462 0,615 0,410 0,889 0,376 0,470 14
Italia — Sicilia 57 10,982 0,700 0,684 0,490 0,895 0,965 0,491 0,631 0,526 0,929 0,421 0,438 15
Espanha 289 0,962 0,595 0,88 0,571 0,972 0,962 0,443 0,592 0,332 0,972 0,315 0,436 16
Portugal 38 1,000 0,579 0,947 0,526 0,895 0,316 0,579 0,316 0,921 0,263 0,316 6
Alemanha 100 (0,910 0,510 0,910 0,960 0,350 0,530 0,230 0,940 0,350 17
Bélgica 148 10,878 0,419 0,905 0,932 0,372 0,446 0,264 0,885 0,290 0,412 18
Holanda 207 10,976 0,484 0,923 0,469 0,961 0,357 0,478 0,271 0,420 0,271 0,333 19
Letonia 92 |0,728 0,728 0,902 0,445 0,858 0,380 0,521 0,260 0,652 0,315 20
Polbnia 243 0,971 0,551 0,922 0,959 0,403 0,560 0,284 0,278 0,354 21

AFRICA




Populacio n |2DL1 2DL2 2DL3 2DL5 3DL1  2DP1 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4  2DS5 3Ds1 Ref.
Gabso 54 1,000 0,648 0,796 0,722 1,000 1,000 0,185 0,574 0,352 1,000 0,333 0,074 22
Gana 41 0,927 0,537 0,854 0,561 1,000 0,049 0,561 0,341 0,976 0,220 0,049 6
Senegal 90 [1,000 0,555 0,900 0,520 0,990 1,000 0,130 0,420 0,240 0,300 0,040 22

4SIA
China 123 10,992 0,480 1,000 0,553 1,000 0,496 0,317 0,211 1,000 0,366 0,431 23
india 224 [0,959 0,496 0,835 0,678 0,852 0,848 0,393 0,353 0,295 0,727 0,545 0,518 24
Taiwan 96 0,656 0,521 0,823 0,938 0,458 0,448 0,250 0,594 0,344 25

Ref. = referéncias:
1: presente estudo; 2: AUGUSTO, 2009; 3: FRANCESCHI et al., 2008; 4: SALIM et al., 2010; 5: MORGUN et al.,
2004; 6: HOLLENBACH et al., 2010; 7: PEDROZA et al., 2011; 8: EWERTON et al., 2007; 9: FLORES et al., 2007;
10: CONESA et al., 2010; 11: MARTIN et al., 2002; 12: DU et al., 2007; 13: GUTIERREZ-RODRIGUEZ et al., 2006;
14: FIALHO et al., 2009; 15: LISTi et al., 2010; 16: ORDONEZ et al., 2009°; 17: MOMOT et al., 2004; 18: DEMANET
e VERHEYDEN, 2004; 19: van der SLIK et al., 2003; 20: SHASTRY et al., 2008; 21: MAJORCZYK et al., 2007°; 22:
WAUQUIER et al., 2010; 23: HOU et al., 2010; 24: FARIDI et al., 2009°; 25: YEN et al., 2006

n = nimero amostral

%0 nimero amostral difere entre os genes, variando de 222 a 227.

> genotipados com os mesmos oligonucleotideos iniciadores utilizados neste trabalho.

Células em branco indicam que o gene nao foi tipado no trabalho citado.
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5.3 Perfis genotipicos

Os perfis genotipicos obtidos das amostras de casos e
controles podem ser observados na tabela 6. Foram encontrados
58 perfis diferentes no grupo dos casos e 71 no grupo dos
controles, sendo que 27 destes sdo compartilhados entre os
grupos. Dentre os perfis listados, 30 (29,41%) constituem-se perfis
inéditos, diferentes dos descritos no banco de dados Allele
Frequencies (GONZALEZ-GALARZA et al. 2011).

Tabela 6: Frequéncia dos perfis genotipicos encontrados nas
amostras de pacientes com LES (casos) e individuos saudaveis
(controles) e numero de identificacdo dos gendétipos segundo
Gonzalez-Galarza et al. (2011)%. Retangulos pretos indicam presenca
do gene e retangulos brancos indicam auséncia do gene.

slS|E|S|S|E|SE|S|S|S|E €|
1 0,00% (16) 5,07% (13) | 6
2 7,50% (12)  7,94% (17) |18
3 6,87% (11) 1,40%(3) | 2
4 6,87% (11) 0 25
5 3,75% (6)  5,54% (14) |19
6 3,75% (6) 0 20
7 3,12% (5)  514% (11) | 3
8 3,12%(5)  2,34%(5) | s
9° 2,50% (4) 093%(2) |1
10 2,50% (4)  0,47%(1) | -
11 2,50% (4)  0,47% (1) [382
12 2,50% (4) 0 31
13 1,87%(3)  0,93%(2) |s0
14 1,87% (3)  047% (1) | -
15 1,87% (3) 0 193
16 1,87% (3) 0 38
17 1,87% (3) 0 44

a
o
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KIR2DS2

KIR2DL2

KIR2DL3

KIR2DL5

KIR2DS3

KIR2DS5

KIR2DP1

KIR2DL1

KIR3DS1

KIR3DL1

KIR2DS1

KIR2DS4

Casos Controles ID*
(n=160) n=214)
1,25% (2)  5,61%(12) | 7
1,25% (2)  3,74%(8) | 4
1,25% (2)  1,87%(4) |73
1,25% (2)  0,47% (1) [176
1,25% (2)  0,47% (1) |21
1,25% (2) 0 200
1,25% (2) 0 33
1,25% (2) 0 -
1,25% (2) 0 69
1,25% (2) 0 79
1,25% (2) 0 -
1,25% (2) 0 -
1,25% (2) 0 112
1,25% (2) 0 22
1,25% (2) 0 93
0,62% (1)  5,54% (14) | -
0,62% (1)  1,67% (10) [336
0,62% (1)  1,87%(4) |13
0,62% (1) 1,40%(3) |70
0,62% (1) 093%(2) | -
0,62% (1) 093%(2) | -
0,62% (1) 047% (1) |76
0,62% (1) 0,47% (1) |68
0,62% (1) 0,47% (1) |64
0,62% (1) 0,47% (1) |58
0,62% (1) 047%(1) |9
0,62% (1) 0 195
0,62% (1) 0 -
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perfil

KIR2DS2

KIR2DL2

KIR2DL3

KIR2DL5

KIR2DS3

46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

52

KIR2DS5

KIR2DP1

KIR2DL1

KIR3DS1

KIR3DL1

KIR2DS1

KIR2DS4

Casos Controles ID?
(n=160) (n=214)
0,62% (1) 0 -
0,62% (1) 0 27
0,62% (1) 0 8
0,62% (1) 0 -
0,62% (1) 0 51
0,62% (1) 0 12
0,62% (1) 0 104
0,62% (1) 0 190
0,62% (1) 0 81
0,62% (1) 0 268
0,62% (1) 0 -
0,62% (1) 0 -
0,62% (1) 0 -
0 8,4% (18) | -
0 2,80% (6) |188
0 2,34% (5) |328
0 1,87% (4) 90
0 0,93% (2) 16
0 0,93% (2) 94
0 0,93% (2) -
0 0,93% (2) 192
0 0,93% (2) 11
0 0,47% (1) -
0 0,47% (1) 74
0 0,47% (1) 423
0 0,47% (1) [204
0 0,47% (1) -
0 0,47% (1) | -
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perfil

74
75
76
77
78
79
30
31
32
33
84
35
36
37
38
39
90
01
92
03
04
05
96
97
o8
99
100
101

KIR2DS2

KIR2DL2

KIR2DL3

KIR2DL5

KIR2DS3

KIR2DS5

KIR2DP1

KIR2DL1

KIR3DS1

KIR3DL1

KIR2DS1

KIR2DS4

Casos Controles ID?
(n=160) (n=214)

0 047% (1) | -
0 0,47% (1) |14
0 0,47% (1) |43
0 0,47% (1) |207
0 047% (1) | -
0 0,47% (1) |15
0 047% (1) |57
0 0,47% (1) |56
0 0,47% (1) | -
0 0,47% (1) |71
0 047% (1) | -
0 047% (1) | -
0 047% (1) | -
0 0,47% (1) |233
0 0,47% (1) |167
0 0,47% (1) 159
0 0,47% (1) | -
0 0,47% (1) |242
0 0,47% (1) | -
0 0,47% (1) | -
0 0,47% (1) |383
0 0,47% (1) 337
0 0,47% (1) |61
0 047% (1) | -
0 0,47% (1) | -
0 0,47% (1) |339
0 0,47% (1) |29
0 0,47% (1) |381
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Casos Controles
(n=160) n=214)

perfil
KIR2DS2
KIR2DL2
KIR2DL3
KIR2DL5
KIR2DS3
KIR2DS5
KIR2DP1
KIR2DL1
KIR3DS1
KIR3DL1
KIR2DS1
KIR2DS4

102 0 0,47% (1) 184

% ID = nimero de identificacdo do gendtipo segundo Gonzalez-Galarza et
al. (2011), através do site allelefrequencies.com
® Genétipos correspondentes ao haplogrupo A em homozigose

A frequéncia de individuos homozigotos para o haplogrupo
A nos casos é de 3,2% (quatro individuos com perfil 9 e um
individuo com perfil 44) e de 0,9% (dois individuos com o perfil 9)
nos controles. Com base nisso, foi possivel inferir a frequéncia
dos haplogrupos A e B na populagdo, como exposto na tabela 7.

Tabela 7: Frequéncia inferida dos haplogrupos A e B em pacientes
com LES (casos) e individuos saudéaveis (controles).

4aplogruno Casos Controles (214)
plogrup (160)
A 0,176 0,095
B 0,824 0,905

5.4 Comparacgao de técnicas

Setenta e trés individuos foram genotipados com o conjunto
de oligonucleotideos iniciadores sugerido por Martin e Carrington
(2008) (tabela 8). Os resultados apresentaram discordancia tanto
quando comparados entre os dois pares de iniciadores propostos
para 0 mesmo gene pelo trabalho citado, como também em
relacdo aos iniciadores adotados no presente estudo (até 28,80%
no gene KIR2DL2, por exemplo). O Unico gene que obteve
concordancia de 100% ao comparar os resultados foi KIR2DL1.
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Tabela 8: Resultados obtidos a partir da genotipagem dos genes KIR utilizando os oligonucleotideos
iniciadores de Martin e Carrington, 2008. Na terceira linha esta apresentada a proporcdo de resultados
concordantes com a genotipagem realizada com os iniciadores de Vilches et al., 2007 (adotados no presente
estudo). As letras A e B referem-se a diferentes pares de oligonucleotideos iniciadores utilizados para
amplificar fragmentos diferentes do mesmo gene. Fundo cinza indica resultado diferente do obtido

anteriormente.

A B A B (A B A B |[A B |lA B A B
oncordancia (%) [100 (3,2 '1,2 83,5 |3,5 0,8 [0,4 4,9 B2,2 |45 4,5 7,5 17,5 |49 19,8 B2,2 |59 59 6,7
UP 001 + + o+ + S E - + o+ |- - |+ - - + o+ +
UP 002 + + o+ + - -+ - ST T P E + + o+ -
UP 013 + + o+ + + o+ |+ 4 + + o+ |+ o+ -+ + - - +
UP 014 - + o+ - - -+ - O e - + o+ -
UP 015 + + o+ + + 0+ |+ 4 - + o+ |+ + 4 + + o+ -
UP 031 + - - + - -t - - - - -+ + - + o+ -
UP 040 + + o+ + R L - S ERE N R - + o+ +
UP 041 + - + R b + - - - -+t - + o+ -
UP 042 + - + S - - - - -+t = + o+ -
UP 051 + + o+ + + o+ [+ 4 + + o+ - - |+ - + + o+ -




Gene

2DL1

2DL2

[+~]

2DL3

2DL5

W

2DP1

@®

2Ds1

2Ds2

@®

2Ds3

2Ds4

W

2DS5

3DL1

x®

3Ds1

UP 053
UP 058
UP 067
UP 070
UP 075
UP 083
UP 086
UP 088
UP 089
UP 099
UP 108
UP 117
UP 118
UP 124
UP 126
UP 129




Gene

2DL1

2DL2

[+~]

2DL3

2DL5

W

2DP1

@®

2Ds1

2Ds2

@®

2Ds3

2Ds4

W

2DS5

3DL1

x®

3Ds1

UP 145
UP 148
UP 150
UP 155
UP 182
UP 188
ONT 004
ONT 008
ONT 014
ONT 019
ONT 020
ONT 023
ONT 027
ONT 037
ONT 044
ONT 046




Gene

2DL1

2DL2

[+~]

2DL3

2DL5

W

2DP1

@®

2Ds1

2Ds2

@®

2Ds3

2Ds4

W

2DS5

3DL1

x®

3Ds1

ONT 052
ONT 053
ONT 056
ONT 059
ONT 065
ONT 071
ONT 072
ONT 080
ONT 089
ONT 090
ONT 091
ONT 094
ONT 097
ONT 123
ONT 148
ONT 149




A B A B |A B B B B B
ONT 164 + + 4+ - + o+ [+ o+ + + + +
ONT 170 + + + + o+ |+ o+ + - + +
ONT 178 + + 4+ + - - |+ o+ + - + +
ONT 185 + + 4+ - -+ |+ 4 + + - +
ONT 186 S L A R + - & -
ONT 203 + - - + + o+ [+ o+ + + - +
ONT 204 - + o+ - + o+ |- - + - + +
ONT 206 + - + SO - - v +
ONT 208 S E R N R + - + +
ONT 210 + + 4+ + + o+ [+ o+ - + + +
ONT 212 + + 4+ + + o+ |+ o+ - + + +
ONT 215 - + 4+ - + o+ |- - + + + +
ONT 238 + - + SO - - + +
ONT 244 + 5 + + -+ o+ - - + +
WAC 16 + + o+ - + o+ |+ o+ - + + +

(+): presenca do gene; (-): auséncia do gene
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6. DISCUSSAO

6.1 Caracterizagdo da amostra

Ambas as amostras sdo compostas predominantemente
por mulheres (tabela 3). O predominio de mulheres no grupo de
pacientes corrobora a diferenca de género existente entre os
individuos afetados pelo LES. A diferenca de género também
aparece no grupo controle para evitar o viés em relacdo aos
dados que diferem entre os sexos (ndo analisados neste
trabalho).

Apesar da literatura descrever uma propor¢ao de cerca de
10 mulheres para cada homem, na média global (OLIVER e
SILMAN, 2009; DIEUDE, 2009; PETRI et al., 2010; SHAPIRA,
AGMON-LEVIN e SHOENFELD, 2010) na populacdo estudada
essa proporcao € quase quatro vezes mais elevada, 36:1. Um
estudo com pacientes brasileiros de Natal (RN) mostrou a
proporcéo de 7,6:1 (VILAR e SATO, 2002), porém apresenta um
pequeno nimero amostral (n = 43), que pode representar um
Viés no resultado obtido, uma vez que o erro é inversamente
proporcional ao nimero amostral. Outro estudo brasileiro, com a
populagcdo de Belém (PA) apresentou proporcdo de 21:1
(PEDROZA et al.,, 2011). Informacdes sobre as populagbes
relacionadas a populacdo brasileira sdo escassas, mas um
estudo realizado na Espanha condiz com a média global citada
anteriormente (LOPEZ et al.,, 2003). Por apresentar esse
resultado discrepante ndo se pode extrapolar o resultado de
nenhum dos trabalhos para o restante da populagéo brasileira,
sendo indicada a realizacdo de mais estudos desse tipo em
outras populacgdes, de outras regides do pais, pois as diferencas
podem ser devidas a estrutura populacional distinta das regites
brasileiras que apresentam padrfes de miscigenagdo diversos
(MARRERO et al., 2007), podendo ser um interferente nos
dados epidemiolégicos.

Em relacdo a idade, os casos encontram-se na faixa etaria
esperada para a manifestacdo da doenca, que se da
predominantemente durante o periodo reprodutivo (20 a 45
anos) (RAHMAN e ISENBERG, 2008; OLIVER e SILMAN, 2009;
GONZALEZ et al., 2010), e os controles sdo mais velhos (°
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53,077, p < 0,001), com o predominio de mulheres com mais de
55 anos. A explicacdo para isso € o fato de que essas amostras
foram obtidas em um grupo de voluntarios do Hospital
Florianépolis e no Nuacleo de Estudos da Terceira Idade da
UFSC. Apesar disso, esse nao foi considerado um viés para este
estudo, visto que individuos mais velhos diminuem a chance de
que haja no grupo controle pessoas que ainda poderéo
desenvolver LES, uma vez que passaram da idade de
manifestacdo da doenca, garantindo assim a ideia de o grupo
controle é composto de pessoas néo afetadas pela doenca.

Quanto a ancestralidade, nos dois grupos predominam
euro-descendentes (76,81% em casos e 87,68% em controles),
informacdo que se assemelha & propor¢cdo descrita para o
estado de Santa Catarina (87%) (INSTITUTO NACIONAL DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE), 2009). Também foram
registrados individuos afro e amerindio-descendentes na
amostra (18,84% e 4,35% nos casos e 10,84 e 1,48% nos
controles, respectivamente), enquanto o censo do IBGE
encontra valores de 12,7 e 0,3% para o Estado. Sendo assim, ha
uma variacdo entre as proporcfes, que poderia ser explicada
pela diferente metodologia utilizada, sendo no presente estudo a
observacdo das caracteristicas fenotipicas pelo entrevistador e
para o censo do IBGE a autodeclaracéo. E interessante destacar
registros anteriores da literatura que mostram maior incidéncia
de LES em afro-americanos e em afro-caribenhos quando
comparados com euro-descendentes (OLIVER e SILMAN,
2009), embora essa diferenca ndo tenha sido significativa neste
estudo.

6.2 Gend6tipos e andlise de associacédo

Quatro locos com associacdo de protecao ao LES foram
encontrados (tabela 4): KIR2DS1 (OR 0,437, p < 0,001),
KIR3DS1 (OR 0,562, p = 0,009), KIR2DP1 (OR 0,340, p = 0,048)
e KIR2DL5 (OR 0,290, p < 0,001).

Uma tabela com uma compilacdo de dados de estudos
prévios utilizados nesta discusséo esta disponivel no ANEXO G.

O gene KIR2DS1 havia sido previamente associado ao
lGpus em uma relagcdo de predisposicdo a doenca na populacéo
chinesa (OR 4,540, p < 0,001) (HOU et al., 2010), resultado
contrario ao encontrado no presente estudo, onde este gene
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apresentou associacdo de protecdo a doenca. Na populacdo
canadense, se concomitantemente o individuo apresentasse o
gene KIR2DS2, também foi encontrada associacdo de
suscetibilidade ao LES (19% em casos e 14% em controles)
(PELLET et al., 2007). No presente estudo, o gene KIR2DS2 néo
apresentou qualquer associacdo ao lupus (OR 0,998, p = 1,000).

Além disso, o gene KIR2DS1 foi amplamente estudado e
associado a predisposicdo a outras doengas autoimunes, como
psoriase (LUSZCZEK et al., 2004; SUZUKI, et al., 2004; HOLM
et al., 2005) e artrite psoriatica (MARTIN et al., 2002).

A relacdo de protecdo ao LES apresentada pelo gene
KIR2DS1 neste estudo pode refletir uma peculiaridade da
populagcdo quanto a frequéncia génica, ou desequilibrio de
ligagdo (DL) com outro gene, como serd discutido
posteriormente. Soma-se a isso o fato de que, em comparacao
com os KIR inibidores, a fungéo e os ligantes dos KIR ativadores
permanecem pouco compreendidos (PARHAM et al., 2010).

Até o presente estudo, o gene KIR2DL5 ainda ndo havia
sido associado ao llpus, embora tenha sido associado a
psoriase em um estudo na populacéo japonesa (48% em casos
e 30% em controles, p < 0,05) (SUZUKI et al., 2004) e outro na
populacédo chinesa apresentou associacdo de suscetibilidade a
espondilite anquilosante (60% em casos e 43% em controles, p
= 0,009) (JIAO et al., 2010).

Os genes KIR3DS1 e KIR2DP1 ainda ndo haviam sido
citados em associacdo com doengas autoimunes.

No presente estudo também foram encontrados dois
genes com associacdo de suscetibilidade ao desenvolvimento
de LES, KIR2DL2 (OR 2,781, p = 0,001) e KIR2DS5 (OR 4,300,
p < 0,001).

A associacao de suscetibilidade ao LES do gene KIR2DL2
também foi descrita na populacéo chinesa (OR 6,68, p < 0,001)
(HOU et al., 2010). Em relacé&o a outras doengas autoimunes,
esse gene apresentou associagdo de protecdo a esclerose
sistémica em uma populacdo brasileira (OR 0,22, p < 0,0001)
(SALIM et al., 2010) e, em um estudo com a populacao alema, a
auséncia deste gene, desde que na presenca do gene KIR2DS2
foi associada a esclerodermia (12% em casos e 2% em
controles, p = 0,005) (MOMOT et al., 2004).

O gene KIR2DS5 ainda ndo havia sido associado ao LES
nem a outras doengas autoimunes.
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Na literatura, existem outros genes e grupos de genes que
foram associados a doencas autoimunes, como artrite
reumatoide e os genes KIR2DS2, KIR2DS4 e KIR2DL1 (YEN et
al., 2001; YEN et al., 2006). A combinacdo KIR2DL1/HLA-C2
presente e KIR2DL2/HLA-DR3 ausente mostra protecdo contra
diabetes tipo 1, enquanto KIR2DL2/HLA-DR3/HLA-DR4
representa risco na auséncia de KIR2DL1/HLA-C2 (JOBIM et al.,
2010). Diabetes tipo 1 também foi associado com KIR2DS2 (van
der SLIK et al., 2003). Esse tipo de associacdo é compativel com
doencas multifatoriais, que dependem de uma combinacdo de
eventos para se manifestar. Dos genes citados, apenas
KIR2DL2 teve associacao ao LES no presente estudo.

Interessantemente, foi observada associa¢do entre um
gene que codifica receptor inibidor (KIR2DL2) e o risco
aumentado de desenvolver LES, e entre dois genes que
codificam receptores ativadores (KIR2DS1 e KIR3DS1) e o risco
diminuido de desenvolver a doenca. Essas observacdes vao de
encontro a ideia de que a presenca de genes que codificam
receptores inibidores teria um papel de diminuir a atividade do
sistema imune, desta forma protegendo de uma doenca
autoimune e que os ativadores predisporiam a doenca. Outra
observacdo intrigante é a associacdo de um pseudogene
(KIR2DP1) a uma doenca, uma vez que pseudogenes nao
expressam produtos proteicos.

Uma hipétese para explicar essas observacdes
contraditérias diz respeito ao alto desequilibrio de ligacdo da
familia de genes KIR (KULKARNI, MARTIN e CARRINGTON,
2010), podendo este resultado ser reflexo do DL dos genes KIR
com um loco associado a doenca. Neste caso, 0s genes dos
receptores inibidores e o pseudogene podem estar em DL com
0s genes dos ativadores ou ainda com outros genes que nao da
familia KIR, que entdo estariam predispondo a resposta imune
exacerbada. Contudo, deve-se levar em conta que a familia
génica analisada neste trabalho ainda é, em muitos aspectos,
uma incOgnita para os pesquisadores, podendo, desta forma,
revelar caracteristicas até entdo desconhecidas e que ndo se
encaixam no modelo pré-estabelecido.

Além disso, ainda € preciso verificar o papel dos
pseudogenes, pois apesar de ndo serem expressos na forma de
receptor e ndo codificarem proteina, podem apresentar algum
papel regulatério como, por exemplo, transcrever RNAs
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reguladores de outros genes. Porém, ainda ndo ha na literatura
nenhum relato de papel regulatério do pseudogene KIR2DP1.

Outro ponto a ser discutido € a estratificacdo populacional,
pois em estudos epidemioldgicos em populacdes miscigenadas
como as brasileiras ou latino-americanas, a origem étnica dos
participantes é uma variavel importante, por potencialmente
causar confusdo nas analises estatisticas realizadas para
identificar variantes genéticas responsaveis por fenotipos
complexos. Nestes estudos, o background étnico dos
participantes deve ser geneticamente homogéneo para evitar
associagOes estatisticas espurias (TARAZONA-SANTOS et al.
2007). Neste contexto, como perspectiva para pesquisas futuras,
sdo necessérios estudos adicionais que avaliem as implicacdes
da estrutura genética sobre a associacdo de genes a
determinadas doengas, como LES, em populacdes
miscigenadas. Avaliacdo esta que pode ser feita com o0 uso de
marcadores informativos de ancestralidade (AIMSs)
(ROSENBERG et al., 2010), que apresentam alto diferencial de
frequéncia entre as popula¢des ancestrais, tornando as analises
de mistura étnica mais rapidas e precisas.

As frequéncias de presenca dos genes KIR observadas em
diversas populacbes estdo apresentadas na tabela 5. Na
populacdo analisada no presente trabalho o gene KIR3DL1 é o
mais presente (0,964), seguido por KIR2DL1 (0,960), enguanto
nas demais populacdes brasileiras este Ultimo é o mais presente
(0,930 a 1,000), exceto na populacdo de Belém (PA), onde
KIR2DP1 aparece com frequéncia de 0,970 (PEDROZA et al.,
2011).

O gene menos presente na populacao estudada é KIR2DS3
(0,320), assim como em 7 das 8 populagbes brasileiras
comparadas (0,100 a 0,389), sendo diferente apenas em Belo
Horizonte (MG), onde o menos frequente é o KIR2DS5 (0,322)
(HOLLENBACH et al., 2010).

KIR2DL2 aparece com frequéncia de 0,921 em Santa
Catarina, porém nas outras populacdes a frequéncia mais alta
encontrada foi 0,750 em Belém (PEDROZA et al., 2011).

Os genes KIR2DS1 e KIR3DS1 chamam a atengdo por
serem dois dos menos frequentes em todas as populacdes
listadas na tabela 5, exceto na populacdo de Santa Catarina
(0,703 e 0,692, respectivamente) e em uma populacdo de
amerindios da Amazobnia brasileira, onde eles aparecem com
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frequéncia de 0,880 e 0,700 (EWERTON et al.,, 2007). Nesta
populacdo amerindia também se destaca a frequéncia dos genes
KIR2DL5 (0,850) e KIR2DS5 (0,900) (EWERTON et al., 2007),
porque se apresentam mais elevadas do que em outras
populacdes.

KIR2DS4 apresenta frequéncias acima de 0,870 em todas
as populagbes comparadas, com excecao de duas: a populacéo
do sudeste brasileiro (0,382) (MORGUN et al., 2004) e a
holandesa (0,420) (van der SLIK et al., 2003).

Os demais genes apresentam frequéncias semelhantes
entre as populacdes.

E preciso ressaltar que a adogdo de diferentes
metodologias de identificacdo dos genes dificulta a comparacao
entre dados. Assim, comparacdes mais refinadas entre
populagdes, seguidas de testes estatisticos, s6 serdo possiveis
guando houver uma padronizacéo da tipagem destes genes, pois
a falta de padronizacdo gera dados de dificil comparacdo devido
ao tipo de polimorfismo encontrado nos genes KIR, de presenca e
auséncia dos genes, as quais podem ou ndo ser verificadas
dependendo da metodologia escolhida.

6.3 Perfis genotipicos

Neste trabalho foi observada a ocorréncia de 102 perfis
diferentes (tabela 6), sendo que 27 (26,47%) sdo compartilhados
entre casos e controles, 30 (29,41%) deles sao inéditos, 31
(30,39%) sao exclusivos de casos e 44 (43,14%) exclusivos de
controles. O perfil mais frequente em casos foi 0 de nimero 1,
com a presenga de todos os locos pesquisados
(KIR2DS2/KIR2DL3/KIR2DL5/KIR2DS3/KIR2DS5/KIR2DP1/KIR2
DL1/KIR3DS1/KIR3DL1/KIR2DS1/KIR2DS4) e o mais frequente
em controles foi 0 de niumero 59, que apresenta 0s seguintes
genes:
KIR2DL2/KIR2DL3/KIR2DP1/KIR2DL1/KIR3DS1/KIR3DL1/KIR2D
S1/KIR2DS4, ambos pertencentes ao haplogrupo B.

E esperado, na populagio estudada, que haja grande
diversidade em relacdo aos perfis génicos, uma vez que a
populagéo brasileira é triibrida, resultado da miscigenacdo entre
trés componentes étnicos principais (europeu, africano e
amerindio), além da ocorréncia de altas taxas de recombinacéo,
ou seja, da plasticidade fisica dos locos KIR, bem como dos seus
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polimorfismos. Esses fatores aumentam a possibilidade da
formacdo de hibridos inéditos (VILCHES e PARHAM, 2002)
resultando na presenca de mais haplogrupos “inibidores” (A) em
uma populagdo do que em outras e 0 mesmo ocorrendo com 0s
haplogrupos “ativadores” (B) (BASHIROVA et al., 2006).

A metodologia escolhida para o trabalho ndo permitiu a
determinacdo dos haplétipos existentes na populagdo, pois nao
diferencia homozigotos de heterozigotos. Além de que, em genes
KIR existe a possibilidade de hemizigotos, em que um loco pode
estar presente em apenas um dos Cromossomos.

O mais proximo que se pode chegar dos haplétipos séo
inferéncias baseadas em haplotipos previamente descritos em
outras populagcbes e aceitagbes tedricas, como por exemplo
aceitar a presenca absoluta dos genes moldura e a relagédo entre
alguns locos, como KIR2DL2/KIR2DL3 e KIR3DL1/KIR3DS1, que
ndo aparecem juntos no mesmo haplétipo. A disponibilidade de
dados familiais, no entanto, ajudaria a resolver este impasse, uma
vez que proporcionaria a analise de segregacdo dos genes
através das geracdes, permitindo avaliar quais genes estariam
ligados (SINGLE et al., 2008).

Um estudo familial esta sendo feito, pelo grupo de pesquisa
do LAPOGE (UFSC), com uma populacdo isolada de Santa
Catarina, o que facilitara analises futuras de alguns haplétipos
encontrados nesta populagao.

A frequéncia inferida do haplogrupo A no presente estudo
(9,5%) (tabela 7) mostrou que a populagédo catarinense tem uma
frequéncia mais baixa do que as encontradas em outras
populagBes brasileiras, como no Rio Grande do Sul, 49,10%
(JOBIM e JOBIM, 2008), 49,40% em uma amostra de Curitiba
(PR) (AUGUSTO, 2010), 29,40% em Belém (PA) (PEDROZA et
al., 2011) e 39,74% numa populacdo amerindia da Amazonia
(EWERTON et al., 2007). Em outros paises, a frequéncia do
haplogrupo A foi de 50,60% nos EUA (HSU et al., 2002), 58,70%
na China (JIANG et al., 2005) e aproximadamente 75% em
japoneses e coreanos (revisado por BASHIROVA et al., 2006). A
frequéncia mais baixa foi encontrada em aborigenes australianos
(13%) (revisado por BASHIROVA et al., 2006), porém ainda mais
alta que no presente estudo.

Como se pode observar, as frequéncias dos haplogrupos A
e B geralmente ficam préximas a 50% na maioria das populacdes
analisadas, (SINGLE et al., 2008; VILCHES e PARHAM, 2002).
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As diferencas existentes, inclusive em relacdo ao presente estudo,
podem ser devidas a uma variagédo populacional, ou a diferencas
entre as metodologias empregadas nos diferentes trabalhos. Aqui
foram utilizados para comparacgéo trabalhos que usam diferentes
oligonucleotideos iniciadores, uma vez que ndo ha uma
padronizacdo da tipagem dos genes KIR e poucos trabalhos
publicados empregam o0s mesmos iniciadores utilizados neste
estudo.

6.4 Comparacao de técnicas

Para o presente estudo, foi adotada a metodologia descrita
por Vilches et al., (2007) que propde uma facilitagdo do método de
PCR-SSP para a genotipagem dos genes KIR.

Posteriormente, foi publicado um trabalho que utiliza dois
pares de oligonucleotideos iniciadores, que pareiam em regides
diferentes do gene, para a genotipagem dos KIR (MARTIN e
CARRINGTON, 2008).

Levando em consideracdo as duas metodologias descritas,
foi feita uma comparacdo das técnicas com 73 individuos da
amostra. Os individuos escolhidos para a nova genotipagem
foram aqueles que apresentaram perfil Gnico, uma vez que esses
poderiam gerar dlvidas devido a raridade do resultado. Ressalta-
se que dos 73 perfis Unicos, 30 deles ainda ndo foram descritos
em trabalhos anteriores (GONZALEZ-GALARZA et al., 2011).

Ao utilizar os oligonucleotideos iniciadores propostos por
Martin e Carrington (2008), quando existissem dois conjuntos de
iniciadores para o0 mesmo gene, ambos deveriam amplificar no
caso de um individuo apresentar este gene, o que nao foi
confrmado em todos os experimentos. Além disso, alguns
resultados foram discordantes daqueles obtidos com os
iniciadores sugeridos por Vilches e colaboradores (2007) e
adotados neste trabalho (tabela 8).

Uma possivel explicacdo pode ser atribuida a delegéo
parcial do gene nesses individuos, 0 que daria resposta positiva
para um iniciador e negativa para outro. Outra possibilidade é de
gue o0s iniciadores ndo cumpram um pré-requisito para esta
técnica: ser altamente eficientes, podendo ndo parear
perfeitamente com a regido-alvo ou parear em regides aleatdrias,
uma vez que os genes KIR tem grande similaridade de sequéncia
entre si. Junta-se a isso o fato de possuirem polimorfismos ainda
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desconhecidos, o que dificulta a construgcdo de iniciadores
(BASHIROVA et al., 2006).

Tal complexidade genética dos KIR aumenta o risco de
falso-positivos e ma-interpretacao dos resultados, particularmente
em estudos com populagbes pequenas, ressaltando a
necessidade do desenvolvimento de métodos analiticos mais
eficazes e melhor caracterizacdo das populacdes controle
(GOURRAUD, 2010). E preciso cautela ao analisar e comparar
resultados, que apenas sdo compardveis se realizados com o0s
mesmos conjuntos de iniciadores.
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7. CONCLUSOES

Ap0s a analise dos genes KIR de pacientes e controles do
estado de Santa Catarina, pode-se concluir que:

A técnica de PCR-SSP foi otimizada no LAPOGE para a
genotipagem individual dos 12 genes KIR trabalhados neste
estudo, podendo agora ser reproduzida nos trabalhos futuros.

A amostra é composta predominantemente por mulheres
euro-descendentes e uma menor porcentagem de afro e
amerindio-descendentes. E importante levar em consideracio
gue a estratificacdo populacional dos participantes € uma
variavel importante e deve ser considerada em estudos de
associacdo caso-controle pois esta relacionada ao risco de
associacodes espurias.

A diferenca de género existente no grupo de casos
reafirma o padrdo de incidéncia da doenca, majoritariamente no
sexo feminino. A proporcdo de mulheres para cada homem
afetado na amostra é 3,6 vezes mais alta do que a média global,
a mais alta encontrada quando comparada com dados
disponiveis na literatura. Como perspectiva futura, indica-se a
realizacdo de estudos semelhantes em outras populacdes
brasileiras. No grupo controle, esta diferenca € proporcional & do
grupo de casos, evitando um viés hormonal que se apresentaria
caso houvesse igualdade de género na amostra.

A idade dos casos condiz com a idade de manifestacao da
doenca, entre os 20 e 45 anos. Os controles apresentam-se em
uma faixa etaria mais elevada. Esta diferenga ndo representa um
viés para as andlises uma vez que individuos mais velhos
diminuem a chance de que haja no grupo controle pessoas que
ainda poderao desenvolver LES.

A frequéncia de presenca de cada gene foi calculada e a
frequéncia génica foi estimada a partir das frequéncias de
auséncia dos genes, que representam um genoétipo homozigoto.
Em geral, nos dois grupos os genes que codificam receptores
inibidores apresentam-se com frequéncia mais alta do que os
genes que codificam receptores ativadores.

Através da andlise de associacdo caso-controle foram
encontrados quatro locos com associagcdo de protecdo ao LES
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(KIR2DS1, KIR3DS1, KIR2DP1 e KIR2DL5) e dois locos que
conferem suscetibilidade a doenca (KIR2DL2 e KIR2DS5).

Foi observada associacdo entre um gene que codifica
receptor inibidor (KIR2DL2) e o risco aumentado de desenvolver
LES, e entre dois genes que codificam receptores ativadores
(KIR2DS1 e KIR3DS1) e o risco diminuido de desenvolver a
doenca, que vai contra a hipétese original, de que a presenca de
genes de receptores inibidores teria um papel de diminuir a
atividade do sistema imune e que os ativadores predisporiam a
doenca. Outra observagdo intrigante € a associacdo de um
pseudogene (KIR2DP1) a uma doenga, uma vez que
pseudogenes ndo expressam produtos proteicos.

Essas observagdes podem ser devidas a desequilibrio de
ligacdo e a lacunas existentes no conhecimento cientifico sobre
esta familia génica. O importante € ter em mente que através de
estudos populacionais, 0s geneticistas tem a oportunidade de
prover hip6teses para serem testadas por fisiologistas e que o
trabalho em conjunto é a chave para desvendar esses
problemas e por fim traduzi-los em beneficio clinico (KHAKOO e
CARRINGTON, 2006).

Foram identificados 102 perfis genotipicos distintos na
amostra (dois pertencentes ao haplogrupo A e cem ao haplogrupo
B), sendo 30 deles inéditos. A frequéncia do haplogrupo A
apresentou-se mais baixa do que nas demais populacdes
verificadas na literatura. Neste trabalho nado foi possivel a
identificacdo dos hapl6tipos dos individuos devido a metodologia
empregada. Um estudo familial que esta sendo feito pelo grupo
de pesquisa do LAPOGE podera facilitar a identificacao de alguns
dos haplétipos encontrados na regiao.

Levando em consideracdo duas metodologias descritas
para a genotipagem dos genes KIR, foi feita uma comparacao das
técnicas com 73 individuos da amostra, utilizando os
oligonucleotideos iniciadores propostos por Vilches et al. (2007) e
por Martin e Carrington (2008). Alguns resultados foram
discordantes, e sugere-se a padronizagdo da técnica de
genotipagem, para permitir a comparacdo de resultados de
diferentes trabalhos.
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Anexo A

Questionario aplicado a pacientes com lGpus eritematoso
sistémico
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Anexos

Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Molecular, Embriologia e Genética/CCB
Departamento de Clinica Médica/CCS
Analise de Polimorfismos Génicos em Pacientes com LUpus Eritematoso
Sistémico

Nome: Prontuario/HU:
Idade: anos Sexo: ( )F ( )M Cor da pele:
Procedéncia: Natural de:
Estado civil: ( )S ( )C ( )D( )V Ocupacéo:
Telefone:

Data: LUP

Médico responsavel:

DADOS FAMILIARES:
Nome do pai:
Cidade onde nasceu: Profissao:
Ascendéncia: Materna Paterna
Nome da mae:
Cidade onde nasceu: Profissédo:
Ascendéncia: Materna Paterna
Tempo de doenca diagnosticada:
Historia familiar: Lapus: ( )S ( )N Parentesco:
Outras D. Reumat.: ( )S ( )N Parentesco:

Manifestacdes iniciais:

() Febre () Ulcera oral ou nasal

() Alopécia () Serosite

( ) Fendmeno de Raynaud () Disturbio Renal

() Rash Malar () Distarbio Neuroldgico
( ) Rash Discoide ( ) Distarbio Hematoldgico
( ) Fadiga ( ) Hipertensdo Arterial

() Artrite () Vasculite

() Fotossensibilidade () Outras? Quais?

Evolucdo: Internagdes: ( )S ( )N Quantas?
Motivos?
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Manifestacgdes associadas: ( )S ( )N Quais?

Sobreposi¢do com alguma ( )Esclerodermia
outra doenc¢a reumatoldgica: ( )Sjogren
( )Dermatomiosite
( )SAF

( ) Fibromialgia
() Outras Quais?
Observacdes: Diabetes? Depressao?

Sintomatologia recente (Ultimos 10 dias)

() Febre () Ulcera oral ou nasal

() Alopécia () Serosite

( ) Fendbmeno de Raynaud () Distarbio Renal

( ) Rash Malar () Disturbio Neurolégico
() Rash Discoide ( ) Distarbio Hematolégico
( ) Fadiga ( ) Hipertens&o Arterial

() Artrite () Vasculite

( ) Fotossensibilidade () Outras? Quais?

Tratamento Atual:

Corticosterdides: ()S ( )N Qual? Dose? Frequéncia?

Azatioprina: ()S ()N Qual? Dose? Frequéncia? ____

Antimalarico: ()S ()N Qual? Dose? Frequéncia?

Metotrexato: ()S ()N Dose? Frequéncia?

Ciclosporina: ()S ()N Dose? Frequéncia?

Ciclofosfamida: ()S ( )N Dose? Frequéncia?

Aine: ()S ()N Qual? Dose? Frequéncia? ____

Analgésicos: ()S ()N Qual? Dose? Frequéncia?

Outros: ()S ()N Quais? Dose? Frequéncia?

Idade da menarca: anos Menopausa: ( )S ( )N Idade: anos

Gestagdes: Partos: Fase do ciclo reprodutivo: ( )Menacme
( )Climatério

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

Duracéo: Parou ha quanto tempo?

Tratamento MEDICAMENTOSO Antes do Diagnoéstico: ( )S ( )N

....................................................................................................
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Historia de uso de drogas:
Alcool: ()S ()N Tipo:

Quantidade? Frequéncia?

Cigarro: ()S ()N Cigarros/dia:

Se fumava, qual a duracéo?

Quando parou?

Drogas llicitas:  ( )S ()N Qual?
Por quanto tempo?
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SLEDAI
(Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index)
Modificagdo SELENA

Avaliacdo Global do Médico

Score SLEDAI

Marque se o descriptor estiver presente no momento da visita ou nos 10 dias
anteriores (0 — nula; 1 — leve; 2 — média; 3 — severa) .

Pes Pres. Descritor Defini¢do

8 () Conwulsdo nicio recente. Excluir causa metabdlica, infecciosa ou farmacoldgica.

8 () sicose RlteracOes na habilidade de exercer atividades normais devido a distirbio
evero na percepcdo da realidade. Inclui alucinag@es, incoeréncia,
ensamento ilégico, comportamento bizarro, desorganizado ou catatonico,
onteldo pobre de pensamentos. Excluir uremia e causas farmacoldgicas.

8 () indrome Cerebral Funcdo mental alterada com diminuicéo da orientagdo, memoria ou outras

Drganica uncoes inteligentes, com inicio abrupto e caracteristicas clinicas flutuantes.
nclui redugdo da consciéncia com capacidade reduzida de concentragdo e
ncapacidade de manter-se atento ao ambiente, mais pelo menos 2 dos
eguintes: distarbio de percepcéo, fala incoerente, insdnia ou sonoléncia
iurna, ou atividade psicomotora aumentada ou diminuida. Excluir causas
netabdlicas, infecciosas ou farmacoldgicas.

8 () Distarbio Visual Alteracdes retinianas do lupus.. Inclui corpos citéides, hemorragias
etinianas, hemorragia ou exsudato na cordide ou neurite 6ptica. Excluir
ipertenséo, infeccdo ou causas farmacolégicas.

8 () Disturbio em Nervo nicio recente de neuropatia sensorial ou motora envolvendo nervos

Craniano ranianos.

8 () Cefaléia do Lupus Cefaléia severa e persistente: pode ser migranosa, mas deve ser ndo-
esponsiva a analgesia narcética.

8 () AVC nicio recente de AVC. Excluir aterosclerose

8 () asculite Ulceragdo, gangrena, nédulos moles nos dedos,infarto periungueal,
emorragia em cunha, ou biépsia ou angiograma provando vasculite.

4 () Artrite Mais do que 2 articulacdes com dor e sinais de inflamagéo (i.e. edema,
errame artiuclar ou sensibilidade)

4 () Miosite Fraqueza ou dor muscular proximais, associada com CPK/aldolas elevada ou
nudangas no eletromiograma ou bidpsia mostrando miosite.

4 () Cilindros Urinarios Cilindros de hemécias ou heme-granulares.

4 () Hematuria b5 hemdcias/campo. Excluir calculo, infecgéo ou outra causa.

4 () roteinlria F0,5 g/24 h. Inicio recente ou aumento recente de mais que 0,5 g/24 h.

4 () ilria b5 leucdcitos/campo. Excluir infecgéo.

2 ) Rash Novo nicio recente ou recorréncia de rash do tipo inflamatério.

2 () Alopécia nicio recente ou recorréncia de perda de cabelo anormal, em placas ou
ifusa.

2 () Ulceras em Mucosas nicio recente ou recorréncia de ulceragdes nasais ou orais.

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

2 () ericardite Dor de origem pericardica ou pelo menos 1 dos seguintes: atrito, derrame ou
tonfirmacéo eletrocardiogréfica.

2 () Complemento Baixo Piminui¢do no CH50, C3 ou C4 abaixo do limite inferior do laboratdrio.

2 () Agregacédo de DNA >25% por ensaio Farr or acima da variagdo normal para o laboratério

Aumentada

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

1 () Irombocitopenia £100.000 plaquetas/mm*

1 () Leucopenia k3000 leucdcitos/mm?®. Excluir causas farmacoldgicas
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Crise Leve ou Moderada ()

Severa ()

) Mudanc¢a no SLEDAI >3 pontos

) Mudanca no SLEDAI >12 pontos

) Ulceras nasofaringeas
Pleurite
Pericrdite
Artrite
Febre (LES)
Lupus bolhoso, vasculite cutanea, profunda,
otossensivel e discoide recente/pior

) SNC-LES recente ou pior
Vasculite (????)
Nefrite
Miosite
Pk<60.000
Hb<7% ou diminui¢éo na HB>3%
Precisando de prednisona em dobro

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

) Prednisona>0,5 mg/kg/dia

) Adicionado AINE ou Plaguenil

) Necessidade de Azatioprina, Metotrexato ou
Hospitalizagdo pelo LES

) Aumento na PGA maior ou igual a 1 mas ndo
naior que 2,5

) Aumento no PGA para mais de 2,5
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Anexo B

Termo de consentimento livre e esclarecido e

declaracdo de consentimento dos pacientes
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA E
GENETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO AO
PACIENTE

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

Informacgdes:

Pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina estédo
desenvolvendo um projeto de pesquisa para avaliacdo de fatores
genéticos, doencas e medicamentos que podem estar associados
ao aparecimento e melhor tratamento de doencas
autoimunes, mas especificamente ao LuUpus Eritematoso
Sistémico. Para isto pedimos sua colaboracdo e permissao
para extrairmos de parte de seu material biolégico (sangue), uma
guantia pequena de DNA (molécula que contém os genes, que
sdo as informacdes de suas caracteristicas biolégicas). O DNA,
sera analisado no laboratério para tentarmos descobrir se ha
relacdo entre alguns de seus genes, propostos no atual projeto
(ligados ao metabolismo de medicamentos e de substancias
estranhas ao organismo e também relacionados a resposta
imunolégica) e o aparecimento desta doenca. A amostra coletada
nesta ocasido podera ser utilizada em possiveis futuros projetos
gque envolvam testes genéticos, aprovados pelo sistema
CEP/CONEP, desde que receba novamente sua autorizagao,
apés um novo contacto. Deixamos claro que sua participacéo é
voluntaria, ndo influenciando no seu atendimento e tratamento. A
equipe agradece antecipadamente sua colaboracao e se coloca a
sua disposicdo para responder qualquer pergunta que vocé queira
fazer, e esclarecer quaisquer duvidas que porventura aparegam.
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Para isso vocé pode telefonar para o numero (48) 3331-9804 e
conversar com a Profa. Dra. lliada Rainha de Souza ou com o
Prof. Dr. Ivanio Alves Pereira (no ambulatério de Reumatologia,
telefone: 3331-9133).

Procedimentos:

Caso vocé concorde em participar, vocé ir4 responder um
guestionario de duracdo aproximada de 5 minutos, para sabermos
se vocé teve outras doengas, se outras pessoas ha sua familia
tiveram doenga autoimune, como lipus eritematoso sistémico ou
outra forma de lapus, etc.

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

Riscos:

A coleta de sangue € um procedimento normal para o tratamento
da sua doenca. O aparecimento de mancha roxa ou dor no local
da espetada da agulha podem ocorrer sem representar maiores
preocupacdes. As informacgdes coletadas, bem como os
resultados das andlises genéticas serao mantidos em sigilo e
serdo utilizadas somente pela equipe da pesquisa.

Custos:
Vocé nao precisara pagar nada para fazer parte deste estudo

Beneficios

Vocé nao tera nenhum beneficio direto logo apds participar desta
pesquisa, mas o0s resultados deste estudo poderdo num futuro
préximo dar um tratamento mais eficaz e resultar numa melhor
alternativa de medicamento. Num futuro posterior, podera
proporcionar novas alternativas para prevencdo da doenca e
identificacdo de pessoas que tem risco de desenvolver a doenca,
podendo beneficiar muitas outras pessoas.

Assinaturas:
Pesquisador auxiliar
Pesquisador responsavel

Florianoépolis, /[
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu declaro que concordo em participar da pesquisa
“Genética da Autoimunidade” 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 C

Questionario aplicado a individuos controles
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Universidade Federal de Santa Catarina

Centro de Ciéncias Biolégicas
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética
Laboratério de Polimorfismos Genéticos

QUESTIONARIO — GRUPO CONTROLE

IDENTIFICAGAO | |

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:

Profisséo: Aposentado: () Sim ()Nao

Escolaridade: () analfabeto () 1° grau incompleto
() 1° grau completo () 2° grau incompleto
() 2° grau completo () superior incompleto
() superior completo () pés graduacao

Peso: Altura:

Cidade onde nasceu:
Ascendéncia:
materna Paterna
Etnia: () Euro descendente () Afro descendente
() Asiatico descendente ( )Indigena descendente
Cor dapele: ( ) negra ( ) mulata ( ) amarela ( ) branca

Observacéao:
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Dados Familiares:
Nome do pai:
Cidade onde nasceu:

Ascendéncia do pai:

Materna Paterna
Profissao:

Nome da mae:
Cidade onde nasceu:
Descendéncia da mae: Materna Paterna
Profissao:

Possui Irmé&os: () Sim () Ndo Quantos:
Possui filhos: () Sim () N&do Quantos:

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

Quantidade (copos 200ml):
Que tipo de bebida alcodlica ingere mais frequentemente?
() Cerveja () Vinho () Cachacga () Outro
Que tipo de bebida alcodlica nunca ingere?
() Cerveja () Vinho () Cachacga () Outro
Pratica EXERCICIOS FiSICOS? () Sim ()N&o
Tipo:

Quantidade: () menos de 30 min () 30 min () 1h () mais de 1h
Frequéncia: () 1x semana () 2-3xsemana ( )4-6x semana
() Todo os dias () Menos de 1x semana

Vocé FUMA? ()Sim () Nao
Vocé jA FUMOU? ()Sim () Néo
Tipo: () Cigarro () Charuto () Cachimbo () Outro
Quantidade e Frequéncia (n° de cigarros por dia):
Tempo que fuma ou fumou:
Ha quanto tempo parou
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Entrevistador: Data da entrevista: /| [
Nome:

Identificacéo:

Histérico Hormonal e Reprodutivo
Idade da MENARCA:

MENOPAUSA: () Sim () Nao Idade
HISTERECTOMIA: () Sim () Nao
PARIDADE:

N° de gestacdes Idade da 12 gestacéo
N° de filhos (') nulipara N
Abortos ()P ()E N
Amamentou: () Sim () N&o Tempo total (meses):
TRAT. HORMONAL.:
Utiliza AC? ()Sim () Nao
Nome e tipo (oral, adesivo, injetavel) do AC

Tempo que usa ou usou AC
Ha quanto tempo parou

Faz TRH? ()Sim () Nao

Jafez TRH? ()Sim () Nao
Nome do Hormdnio

Tempo que faz ou fez TRH
H& quanto tempo parou

()Outros hormonios
Tempo total:
Observacdes

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

Casos de CANCER DE MAMA na familia? ()Sim () N&o
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Grau de Parentesco: () filha ()irmad () mée () avd
() 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
Grau de Parentesco e tipo:

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

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

Tempo de diagndstico:

Casos de DOENCA AUTOIMUNE na familia? ()Sim () Nao
Grau de Parentesco e tipo:

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

HIPERTENSAO ARTERIAL: ()Sim () Nao
HIPERCOLESTEROLEMIA: ()Sim () N&o
OSTEOPOROSE: ()Sim () N&o
DOENCA REUMATICA: ()Sim () N&o
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DIABETES: ()Sim () Néo
ASMA: ()Sim () Nao
HIV: ()Sim () N&o () Nunca fez exame
HEPATITE: ()Sim () N&o () Nunca fez exame
DENGUE: ()Sim () Nao
TUBERCULOSE: ()Sim () Néo
DISTURBIO RENAL: ()Sim () Néo
DISTURBIO PULMONAR: ()Sim () Néo
DISTURBIO HEPATICO: ()Sim () Néo

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

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

OUTRAS DOENCAS?:

Alérgico a algum medicamento?

Alérgico a algum alimento?

Teve DEPRESSAO?

Utilizou ou utiliza alguma medicacao por longo tempo?
() Sim () Nao Nome do medicamento (dosagem e frequéncia) e
tempo que utilizou:

107






Anexos

Anexo D

Termo de consentimento livre e esclarecido e
declaracéo de consentimento dos controles

109






Anexos

>

.
¥
¥

g Universidade Federal de Santa Catarina

Centro de Ciéncias Biolégicas
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética
Laboratorio de Polimorfismos Genéticos

%‘?

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projetos de Pesquisa:

“Cancer de mama: avaliacdo de pardmetros informativos para
diagnodstico e progndéstico na populacdo do estado de Santa
Catarina”

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

Informacdes:

Pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina estédo
desenvolvendo projetos de pesquisa para avaliagdo 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
permissao para fazer parte do grupo controle e para extrairmos
de parte de seu material biolégico, uma quantia pequena de DNA
(molécula que contém os genes, que sao as informacdes de suas
caracteristicas bioldgicas). O DNA serd analisado no laborat6rio
para tentarmos descobrir se ha relacdo entre alguns genes,
propostos nos atuais projetos (ligados ao metabolismo de
horménios sexuais, de substéncias estranhas ao organismo,
relacionados ao reparo de DNA e sistema imune) e o
aparecimento destas doencas. A amostra coletada nesta ocasido
podera ser utilizada em possiveis futuros projetos que envolvam
testes genéticos, aprovados pelo sistema CEP/CONEP, desde
gue receba novamente sua autorizagdo, apdés um novo contato.
Deixamos claro que sua participacdo é voluntaria. A equipe
agradece antecipadamente sua colaboracéo e se coloca a sua
disposicdo para responder qualquer pergunta que VOCé queira
fazer, e esclarecer quaisquer dividas que porventura aparecam.
Para isso vocé pode telefonar para o numero (48) 3721-9804 e
conversar com a Prof®. Dra. lliada Rainha de Souza ou seus
orientandos.
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Procedimentos:

Caso vocé concorde em participar, vocé ir4 preencher um
guestionario para sabermos seus dados pessoais (como nome,
endereco 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 sera guardado no
Laboratério sob responsabilidade da coordenadora do projeto.
Entraremos em contato pelo telefone fornecido o mais breve
possivel para realizarmos um novo questionario de duragéo
méxima de 20 minutos. Este questionério ira conter dados como
seus habitos alimentares e pessoais, historico reprodutivo e
historico clinico, essenciais para o0 desenvolvimento das
pesquisas.

Riscos:

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

Custos:
Vocé nao precisara pagar nada para fazer parte deste estudo.

Beneficios

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

Pesquisador responsavel

Florianoépolis, /[
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO
Eu, ,
fui esclarecido(a) sobre as pesquisas “Cancer de mama:
avaliacdo de parametros informativos para diagnéstico e
prognéstico na populagdo do estado de Santa Catarina” e
“Genética da autoimunidade: polimorfismos em lUpus eritematoso
sistémico e artrite reumatoide em pacientes de Santa Catarina”, e
concordo que meus dados sejam utilizados na realizacdo das
mesmas.

Florianépolis,

Assinatura:
RG:
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Anexo E

Protocolo de extragcao de DNA
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Protocolo de extracdo de DNA

(SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 2001)

Esse método consiste no rompimento mecénico e quimico
das células, degradacéo de proteinas, precipitagdo e purificacao
do DNA, que se mantém conservado.

Solugdes necessarias:

Tampé&o de extracdo SEB Alcool isopropilico

(Stain Extraction Buffer) - Alcool isopropilico

- Tris-HCI 10mM pH 7,5 absoluto

- EDTA 10mM pH 8,0

- NaCl 100mM Acetato de S6dio 3M

- SDS 2% - Solucdo de acetato de
sédio 3M

Proteinase K

- Solucgéo de proteinase K Etanol 70%

20mg/mi - Solugéo de etanol 70:30

Clorofane

- Fenol:Cloroférmio:Alcool Tampéo TE

Isoamilico - Tris-HCI 10mM

- EDTA 0,2mM pH 7,5
Cloroférmio
- Cloroférmio absoluto

Procedimento:

e Em um microtubo de 1,5ml adicione 50ul de buffy coat
e 300yl de tampéo de extracdo SEB e 10ul de Proteinase K
(20mg/ml).

e Homogeneize em vértex e leve ao banho-maria por 12
horas a 65°C.

e Adicione ao microtubo 300ul de Clorofane,
homogeneize em voértex e centrifugue por 7 minutos a
12.000rpm (centrifuga Eppendorf 5415D).
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e Recupere o sobrenadante e o transfira para um novo
microtubo.

e Adicione 300ul de cloroférmio, homogeneize em vortex
e centrifugue por 7 minutos a 12.000rpm.

e Recupere 0 sobrenadante e o transfira para um novo
microtubo.

e Adicione 4&lcool isopropilico absoluto em volume
equivalente ao volume da amostra e acetato de sddio (3M) em
volume equivalente a 10% do volume recuperado.

e Homogeneize o contetido do microtubo por inverséo e
leve ao freezer (-20°C) por 1 hora.

e Centrifugue o microtubo por 10 minutos a 13.000rpm a
0°C (centrifuga Eppendorf 5415R).

e Descarte 0 sobrenadante e adicione ao microtubo
300ul de etanol 70%.

¢ Homogeneize em vortex e centrifugue por 2 minutos a
13.000rpm a 4°C.

e Descarte 0 sobrenadante e repita o Ultimo passo.

e Descarte o sobrenadante e leve o microtubo ao banho-
seco por 1 hora a 65°C.

o Adicione 100ul de tampdo TE para solubilizacdo do
DNA.

e Armazene em freezer a temperatura de -20°C.
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Anexo F

Protocolo de amplificacdo dos fragmentos dos genes KIR
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Protocolo de PCR-SSP para amplificagdo dos fragmentos
dos genes KIR

Esta técnica amplifica um fragmento de determinado gene
de acordo com a especificidade do oligonucleotideo iniciador
utilizado (na tabela, referido como primer).

e Mantenha os reagentes e o0 microtubo de reagdo em

suporte gelado durante toda a manipulagao.

e Em um microtubo de 0,2ml, misture os reagentes
indicados na tabela de acordo com o0 gene que se quer

amplificar.

Mix para 1 amostr: 2DL1, 2DL2,

o pT)a amostra 2DL3,2DS2, 3DS1° DS4° 2DL5° 2DS3° wDS1° 0S5’ 3DL1”
K 20P1°

{gua miliQ 7,46 7,35 7,85 846 855 7,35 7,35 7,44

35A ; ; ; ; ; - 020 -

INTP 10mM 0,80 080 080 080 080 08 080 0,80

>rimer F 50mM 0,20 020 020 020 020 020 020 0,20

>rimer F’ 50mM ; 020 - ; - 020 - 020

>rimer R 50mM 0,20 020 020 020 020 020 020 0,20

o

rimer controle F 0,05 005 005 005 005 005 005 0,05

50mM

-

rimer controle R 0,05 005 005 005 005 005 005 0,05

50mM

Fampo 10x 1,50 1,50 1,50 150 150 1,50 1,50 1,50

o ssi

-loreto de magnésio 0,50 050 050 050 050 050 050 0,50

50mM

:nzima Taq DNA 0,15 015 015 015 015 0,15 015 0,15

yolimerase 5U/ul

INA 20pg/ml 4,00 400 400 4,00 450 400 400 4,00

fotal 15,00 1500 1530 1600 16,50 1500 1500 15,00

% estas reagdes utilizam o programa 1 no termociclador.
® estas reacdes utilizam o programa 2 no termociclador.

A enzima utilizada neste trabalho foi a Platinum Taq DNA

Polimerase Invitrogen™.

experimento de maneira satisfatéria.

e Leve ao termociclador com o seguinte programa:

Outras marcas nao reproduziram o
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>rograma 1 drograma 2
ttapa Juragao lemperatura :emperatura

1.  Desnaturagdo inicial ) minutos 95°C 95°C
2. Desnaturagdo 10 segundos 94°C 94°C
3. Pareamento dos primers 10 segundos 65°C 63°C
4.  Extensdo 30 segundos 72°C 72°C
5.  Volta para o passo 2 e repete 10

vezes
6. Desnaturagdo 20 segundos 94°C 94°C
7.  Pareamento dos primers 20 segundos 61°C 61°C
8.  Extensdo 30 segundos 72°C 72°C
9.  Volta para o passo 6 e repete 5

vezes
10. Extens3o final 5 minutos 72°C 72°C

O termociclador utilizado neste trabalho foi Eppendorf™ Mastercycler.
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Anexo G

Compilacéo de genes KIR previamente associados a
doencas autoimunes, tipo de associacao, numero amostral,
populacao estudada e oligonucleotideos iniciadores
utilizados
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Compilagdo de genes KIR previamente associados a doengas autoimunes, tipo de associagcdo, numero
amostral, populagdo estudada e oligonucleotideos iniciadores utilizados.

NUmero amostral e

Iniciadores

Doenca Gene Associacédo populacio estudada utilizados Referéncia
KIR2DS1+/ 19% vs 14% Coi?:)lzzsosoeu‘:aleéo " PELLET etal.,
KIR2DS2- p =0,04 , populac 2007
canadense
OR 4,54,
, 0, —
'Lupus KIR2DS1 IC 95% 2,41
eritematoso 8,56, 93 casos e 123
sistemico p<0,001 controles, populagao [1] HOU et al., 2010
OR 6,68, ;
chinesa
KIR2DL2 IC 95% 3,37 —
13,24,
p < 0,001
OR: 1,47 396 casos e 372
KIR2DS1 IC 1,10 — 1,96, controles, populagéo [2] HOLM etal,,
~ 2005
p =0,010 sueca
116 casos e 123
85% vs 51% p < ~ LUSZCZEK et
. KIR2DS1 controles, populagdo [1], [3], [4]
Psoriase 0,0009 polonesa al., 2004
45% vs 28% p <
Repst 0,05 con?r?)lzass?)zzu?ggéo [3] SUZUKletal.,
0, 0, !
KIR2DL5 48% vg ggh p< japonesa 2004
Artrite KIRZZZZ; Z"E”;JEZDSZ 27% vs 15% p = Coifgl‘éisosoeuzlggéo 0] MARTIN etal.,
psoriatica 9 1x10° » bopuiag 2002

correspondente

canadense




Doenca

Gene

Numero amostral e

Iniciadores

Associacdo populacdo estudada utilizados Referéncia
29% vs 65%,
OR =0,22,
KIR2DL2 IC 95% 0,12 —
0,40, 110 casos e 115
Esclerose p < 0,0001 controles, populagdo [3] SALIM etal.,
sistémica 250,5% vsglz,g%, braéileira 2010
R =19,29,
KIR2DS2+/2DL2- IC 95% 4,24 —
122,26,
p < 0,0001
102 casos e 100
Esclerodermia KIR2DS2+/2DL2- 120/_0 vs 2%, controles, populagéo [5] MOMOT etal.,
p = 0,005 = 2004
alema
60% vs 43%,
Espondilite KIR2DL5 p =0,009 150 casos e 119~
anquilosante controles_, populacédo [6] JIAO et al., 2010
KIR2DL1 97% vs 89%, chinesa
p=0,012
30 casos e 76
Artrite | COSI)?S;A)SiS:Z’ _ controles, populagéo
reumatoide KIR2DS2 16 04’ norte-americana YEN et al., 2001
com vasculite D= 0 061 descendente da Europa
' ocidental
74% vs 60%, [5]
OR =1,9,
Artrite KIR2DS4 IC 95% 1,1 — 122 casos € 96
reumatoide 34, controle_s, populacéo YEN et al., 2006
p < 0,001 taiwanesa
KIR2DL1 80% vs 65%,




Numero amostral e

Iniciadores

Doenca Gene Associacdo populacio estudada utilizados Referéncia
OR =21,
IC95% 1,2 —
3,9,
p <0,02
33% vs 67%,
OR=0,24
KIR2DL1/HLAC2 +/ o nAn
KIR2DLZHLADR3 — | € 9°%0.16~ 248 casos e 250 JOBIM et al.
0,36, controles, populagio [3] '
p =0,001 brasileira 2010
Diabetes tipo | 70.4% Vs 55%
,4% vs 55%,
KIR2DL1/HLAC2 b = 0,001
KIR2DS2/HLAC o o 149 casos e 207
do grupo 1 (Asn 80) 49% vs 41%, controles, populagéo [4], [5] van der SLIK et

p = 0,030

holandesa

al., 2003

[1] MARTIN et al., 2002; [2] HEWEET et al., 2002; [3] GOMEZ-LOZANO e VILCHES, 2002; [4] HSU et al., 2002; [5]
UHRBERG et al., 1997; [6] JIAO et al., 2008; (+) presenga do gene; (-) auséncia do gene



