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RESUMO

ALMEIDA, BS. Polimorfismos do gene HLA-G em pacientes com
psoriase. 2012. 117p. Dissertacdo de Mestrado — Universidade Federal
de Santa Catarina, Floriandpolis, SC.

A psoriase ¢ uma doen¢a inflamatéria cronica, de etiologia
desconhecida, que afeta a pele e as articulagdes. Nessa doenca, assim
como em outras doencas inflamatorias, tem sido observada a inducéo da
expressao do gene HLA-G e a molécula produzida é sugerida como um
possivel mecanismo de protecdo tecidual as respostas imunes pro-
inflamatorias. O HLA-G possui na sua 3’UTR oito sitios polimérficos
descritos: um polimorfismo de presenca ou auséncia de um fragmento
de 14pb (14pb InDel) e sete SNPs (+3003 T/C, +3010 C/G, +3027 A/C,
+3035 C/T, +3142 G/C, +3187 A/G e +3196 G/C). A partir disso, o
objetivo deste estudo foi genotipar os polimorfismos da 3’UTR, em 100
pacientes e 100 controles (pareados por idade e género) e verificar a
influéncia desses polimorfismos na patogénese da doenca. Para isso, foi
realizado um levantamento de dados epidemiolégicos relacionados ao
desenvolvimento e gravidade da doenca (presenca de sintomas de artrite
psoriasica, histéria familial para a psoriase e idade de manifestacdo dos
primeiros sintomas da doenca) e estes foram testados como fatores de
risco. O DNA foi extraido de sangue total e a genotipagem feita por
PCR e visualizada em PAGE 7% corado com nitrato de prata, no qual o
polimorfismo de 14pb foi identificado, e por sequenciamento 0s outros
sete SNPs. Do total de pacientes, 57 eram mulheres, 44 individuos
apresentaram casos na familia, 43 manifestaram a doenca antes dos 30
anos e 16 manifestaram artrite psoriasica. Foram realizados calculos das
frequéncias alélicas e genotipicas, analises de associagdes e a inferéncia
de haplotipos. Apds as analises foram encontradas associacGes, para
pacientes que apresentam sintomas de artrite psoridsica, com o alelo
*Del (OR=2,929; p=0,019) e o gendtipo *DelDel (OR=4,398; p=0015)
do polimorfismo de 14pb, assim como o gendtipo +3142*CC
(OR=6,02; p=0,015) e para aqueles que apresentaram sintomas antes dos
30 anos de idade o gendtipo +3003*CT (OR=0,046; p=0,013). Em
conclusdo, os polimorfismos da 3’'UTR do HLA-G sdo associados a
doenca bem como aos dados epidemiolégicos considerados neste
trabalho.

Palavras-chave: Psoriase. HLA-G. Polimorfismos.



ABSTRACT

ALMEIDA, BS. Polimorphisms of HLA-G gene in patients with
psoriasis. 2012. 117p. Dissertacdo de Mestrado — Universidade Federal
de Santa Catarina, Floriandpolis, SC.

Psoriasis is a chronic inflammatory disease, of unknown etiology,
that affects the skin and joints. In this disease, as well as other
inflammatory diseases, has been observed an expression induction of
HLA-G gene and the molecule produced is suggested as a possible
mechanism of tissue protection against the proinflammatory immune
responses. The HLA-G has, at its 3'UTR, eight polymorphic sites
described: a polymorphism with presence or absence of a 14bp fragment
(14bp InDel) and seven SNPs (+3003 T/ C +3010 C/ G +3027 A/ C
+3035C /T +3142 G/ C +3187 A/ G and +3196 G / C). From this,
the objective of this study was to genotype the 3'UTR polymorphisms in
100 patients and 100 controls (matched for age and gender) and to
observe the influence of these polymorphisms in the pathogenesis of the
disease. For this, a survey was conducted with the epidemiological data
related to the development and severity of illness (symptoms of psoriatic
arthritis, familial history for psoriasis and age at onset of the first
symptoms of the disease) and these were tested as risk factors. The
DNA was extracted from whole blood and genotyping was made by
PCR and visualized on PAGE 7% stained with silver nitrate, in which
the 14bp polymorphism was identified and by sequencing of the seven
other SNPs. Of all patients, 57 were women, 44 individuals had cases in
the family, 43 manifested the disease before the thirties and 16
expressed psoriatic arthritis. The allele and genotype frequencies, the
association analyses and the haplotypes inference were calculated. After
analysis was found, for patients who exhibit symptoms of psoriatic
arthritis, association with the allele *Del (OR=2.929, p=0.019) and with
the genotype *Del*Del (OR=4.398, p=0015) , for the 14pb
polymorphism and with the genotype +3142*C*C* (OR=6.02,
p=0.015); and, for those who had symptoms before the thirties, the
association observed was with the genotype +3003*C*T (OR=0.046,
p=0.013). In conclusion, the polymorphisms 3'UTR, of HLA-G gene, are
associated with the disease as well as the epidemiological data
considered in this study.

Keywords: Psoriasis. HLA-G. Polimorphisms.
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1 INTRODUCAO

1.1 AS CARACTERISTICAS DA PSORIASE

A psoriase (do grego psora, que significa: prurido, coceira) € uma
doenca inflamatdria crénica, de etiologia desconhecida, que afeta a pele
e as articulagdes (DUNPHY; GARDINER, 2011; PERERA et al., 2012;
RES et al., 2010). Essa patologia é caracterizada pelo surgimento de
lesbes roseas ou avermelhadas recobertas por placas que atingem,
principalmente, cotovelos, joelhos e couro cabeludo (MAK et al., 2009).

As primeiras descricbes da doenca ocorreram ainda na
antiguidade e, devido as caracteristicas das lesdes, acreditou-se,
inicialmente, que a psoriase era uma variante de lepra (hanseniase). Em
1808, Robert Willian, um dermatologista britanico, distinguiu a psoriase
da hanseniase, mas subdividindo-a, de acordo com as apresentacfes
clinicas, em: lepra graecorum e psora leprosa. Essa subdivisdo
permaneceu até 1841, quando, o dermatologista vienense, Ferdinand
von Hebra as identificou como uma Unica doenca (GRIFFITHS;
BARKER, 2007; NESTLE et al.,, 2009; PERERA et al., 2012). No
entanto, apesar de ser caracterizada como uma Unica patologia, 0s
pacientes que sofrem dessa doenca podem apresentar fenétipos clinicos
bastante variados. Esses fenotipos tém sido classificados através dos
aspectos clinicos e da morfologia das lesdes ( CARDILI, et al;
DUNPHY; GARDINER, 2011; PERERA et al., 2012).

A maioria dos individuos afetados por essa patologia apresenta
subtipos de psoriase cutanea. Dentre esses subtipos, a psoriase vulgar
(psoriasis vulgaris), que corresponde a cerca de 90% dos casos, € 0
fenotipo mais comum. Nesse subtipo, os pacientes apresentam as lesGes
caracteristicas da doenca: inflamacGes na pele, em forma de papulas,
réseas ou avermelhadas, e escamosas, recobertas por placas, brancas ou
prateadas, de espessura variada (DUNPHY; GARDINER, 2011;
GRIFFITHS; BARKER, 2007; HUEBER; MCINNES, 2007; NESTLE,
et al., 2009; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA,
2009).

Dentre os subtipos de psoriase cutdnea menos comuns estdo: a
psoriase em gotas (psoriasis guattate), caracterizada por pequenas
papulas dispersas pelo corpo, que atinge em torno de 10% dos pacientes;
e a psoriase pustulosa (pustular psoriasis), que é a forma mais incomum
da doenca, na qual grandes areas da pele apresentam-se inflamadas e
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com lesdes purulentas (CARDILI, R. et al., 2010; DUNPHY;
GARDINER, 2011; GRIFFITHS; BARKER, 2007; HUEBER,;
MCINNES, 2007).

As reacOes inflamatdrias da psoriase sdo, usualmente, limitadas a
pele. No entanto, nos casos de artrite psoriasica (psoriatic arthritis), que
podem ocorrer em pacientes que manifestam ou ndo psoriase cutanea, as
reacdes inflamatdrias afetam também ligamentos, tenddes e articulacdes
(FELETAR et al., 2008). Na grande maioria desses casos (em torno de
70%) os sintomas nas articulages surgem apds o aparecimento das
lesbes cutdneas. No entanto, as manifestacBes articulares podem
preceder as cutaneas (14 a 21% dos casos) ou apresentarem-se de
maneira concomitante (11 a 15% dos pacientes) (MAK et al., 2009).

Embora ocorra de maneira diferenciada entre determinadas
populacdes, regides geograficas e grupos étnicos, a distribuicdo da
psoriase & universal (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DERMATOLOGIA, 2009). Estudos mostram que os indices mais altos
de individuos acometidos pela doenca séo registrados em regiGes mais
frias. As populagBes norte-americana e canadense, por exemplo,
apresentam uma prevaléncia de psoriase em torno de 4,5%. Esses
valores sdo ainda maiores em algumas populacfes do Norte da Russia,
nas quais cerca de 10% dos individuos sdo afetados pela psoriase
(GUDJONSSON; ELDER, 2007; PERERA et al., 2012).

Por outro lado, populagdes de regiGes mais quentes, como as de
areas tropicais, apresentam indices mais baixos dessa patologia,
chegando a serem préximos ou iguais a zero em alguns grupos
populacionais. Esses sdo 0s casos, por exemplo, de algumas populagdes
asiaticas, amerindias, africanas e afro-americanas, nas quais a
prevaléncia da psoriase estd entre 0,4 a 0,7% (PERERA et al., 2012;
VALENZUELA et al., 2011).

Entretanto, apesar das variagbes nos percentuais de pessoas
afetadas pela doenca, acredita-se que a sua prevaléncia mundial média
seja em torno de 2 a 3%. Estudos populacionais realizados em varios
paises, como Alemanha, Inglaterra, Espanha e Suécia, apresentaram
indices de psoriase préximos a esses valores (GUDJONSSON; ELDER,
2007; MELNIKOVA, 2009).

Ao contrario das populag@es citadas anteriormente, no Brasil ndo
existem dados oficiais nem estudos epidemiolégicos sobre o nimero de
casos de psoriase no pais (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
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DERMATOLOGIA, 2009). No entanto, se forem levados em
consideracdo os dados do ultimo censo, realizado pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em 2010, e se o Brasil
seguir a prevaléncia média mundial de psoriase, existem,
aproximadamente, dois milhdes de brasileiros afetados por esta
patologia.

Nos ultimos anos, pesquisadores e clinicos tém relatado e
documentado o impacto na qualidade de vida causado pela psoriase.
Nessa doenca de carater recidivante, a aparéncia da pele consiste, muitas
vezes, no seu pior aspecto, resultando em baixa auto-estima, rejeicdo e
depressdo (GRIFFITHS; BARKER, 2007; MELNIKOVA, 2009;
PERERA et al., 2012; VALENZUELA et al., 2011).

As dificuldades associadas as limitagdes das atividades diarias e
laborais, causadas pelos sintomas da psoriase, também influenciam a
qualidade de vida dos pacientes. Além disso, causam reducdo na funcéo
ocupacional, perda da produtividade e, muitas vezes, aposentadoria
precoce dos individuos afetados. De acordo com dados da Fundago
Nacional de Psoriase dos EUA, os custos anuais, diretos e indiretos,
com a doenca excedem 11 bilhdes de délares, sendo que os gastos
decorrentes com os dias de trabalho perdidos representam 40% desses
encargos (GRIFFITHS; BARKER, 2007; MELNIKOVA, 2009).

A psoriase acomete igualmente homens e mulheres e seus
primeiros sinais podem aparecer em qualquer idade (GUDJONSSON;
ELDER, 2007; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA,
2009). Apesar disso, nessa patologia, sdo observados dois pico de
incidéncia um entre 15 e 30 anos e outro entre 50 e 60 anos
(GRIFFITHS; BARKER, 2007; PERERA et al., 2012). O surgimento
dos primeiros sintomas da psoriase antes dos 15 anos esta
correlacionado com uma maior gravidade da doenga e com a presenca
de outros casos na familia. Sendo, esse Ultimo, um dos indicios do
envolvimento de fatores genéticos no desenvolvimento da psoriase
(NESTLE; KAPLAN; et al., 2009).

Estudos populacionais tém demonstrado evidéncias das bases
genéticas da psoriase, tais como: elevada incidéncia familial (até 36%),
variacdo de incidéncia de casos na prole (de 8 a 16% quando apenas um
dos pais é afetado pela doenca e de até 41% quando ambos s&o afetados)
e concordancia quanto a presenca de psoriase, que varia de 35 a 73% em
gémeos monozigoticos e de 12 a 20% entre gémeos dizigoticos
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(DUFFIN et al., 2010; GRIFFITHS; BARKER, 2007; GUDJONSSON;
ELDER, 2007; PERERA et al., 2012).

A auséncia de concordancia total entre gémeos monozigo6ticos e a
falta de um padrdo claro de heranca familial sugerem que a etiologia da
psoriase € multifatorial, sendo influenciada por diversos fatores
genéticos e ambientais. Portanto, cada gene relacionado a patologia
exerce, individualmente, uma pequena contribuicido para O
desenvolvimento dessa doenca (BOWCOCK; KRUEGER, J., 2005;
FELETAR et al., 2008; NESTLE; KAPLAN; et al., 2009)

Atualmente, estdo identificados dez segmentos, loci ou genes,
associados com a susceptibilidade a psoriase. Dentre essas regides,
denominadas PSORS (psoriasis susceptibility), esta a regido PSORS1,
localizada no cromossomo 6p21, considerada o maior determinante
genético da psoriase. Essa regido corresponde ao Complexo de
Histocompatibilidade Principal (MHC), onde estdo 0s genes que
codificam os Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA) (FELETAR et
al., 2008; NESTLE; KAPLAN; et al., 2009).

Analises de sequéncias génicas da regido PSORS1 tém associado
0 gene HLA-C com a ocorréncia da doenca. Dados demonstram que
mais de 60% dos pacientes possuem o alelo HLA-Cw*0602, e que isso
esta associado a um risco 20 vezes maior de desenvolver a doenga.
Quando comparados aos individuos heterozigotos para esse alelo, os
individuos homozigotos tém cinco vezes mais chances de desenvolver a
psoriase (BOWCOCK; KRUEGER, J., 2005; FELETAR et al., 2008;
GRIFFITHS; BARKER, 2007; NESTLE; KAPLAN; et al., 2009;
PERERA et al., 2012).

A partir de estudos decorrentes da anélise dessas associagdes e as
suas correlacbes com dados epidemiologicos e clinicos, foi sugerida
uma classificagdo para a doenca: psoriase tipo I, individuos com a
presencga do alelo HLA-Cw*0602, associada com pacientes mais jovens
(menos de 30 anos), com histérico familial positivo para a doenga; e,
psoriase tipo Il, individuos sem a presenca do alelo HLA-Cw*0602,
associada com pacientes mais velhos (mais de 40 anos), sem histdrico
familial para a doenca e associada com comprometimento das
articulagdes (DI MEGLIO, et al., 2011)

Acredita-se que, em individuos pré-dispostos geneticamente,
células e mediadores quimicos, presentes na derme e na epiderme,
envolvidos com a manutencdo da barreira protetora, podem ser
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desregulados em resposta a estimulos ambientais ou a antigenos
préprios, gerando inflamacdo e desencadeando a psoriase (DUFFIN et
al., 2010; MEGLIO, Dl et al., 2011; PERERA et al., 2012).

O inicio da doenca e a gravidade dos sintomas tém sido
associados a diferentes fatores ambientais, como por exemplo: traumas
fisicos (tatuagens, fraturas ou cirurgias); infecgdes virais (HIV, Hepatite
C); infeccBes bacterianas (como as faringites causadas por estreptococos
B-hemoliticos); uso continuo de medicamentos, como antidepressivos
(litio), antihipertensivos (B-bloqueadores) e terapias anticitocinas (IFNa,
para tratamento de Hepatite C e de melanoma); habito de fumar e
consumo de alcool (BOWCOCK; KRUEGER, J., 2005; GRIFFITHS;
BARKER, 2007; PERERA et al., 2012).

Existem, ainda, evidéncias de que a psoriase € uma doenca
autoimune. No entanto, até o momento, ndo foram identificados henhum
autoantigeno ou célula T autorreativa aos quais 0 organismo reaja nessa
patologia. Apesar disso, dados recentes sugerem que a autotolerancia, na
patogénese da doenca, é quebrada quando um DNA ou um RNA
préprios ddo inicio a cascatas de citocinas pré-inflamatérias (DUNPHY;
GARDINER, 2011; ROBERSON; BOWCOCK, 2010).

1.2 A PATOGENESE DA PSORIASE

Durante muito tempo, acreditou-se que a psoriase era unicamente
uma doenga de pele caracterizada por uma hiperproliferacdo dos
queratindcitos da epiderme e pela dilatacdo e proliferacdo dos vasos
sanguineos (angiogénese). A resposta inflamatoria cutanea, dada pela
infiltracdo de leuctcitos na derme e na epiderme, era considerada um
evento secundario. Entretanto, nos Ultimos anos, observac@es clinicas e
cientificas tém demonstrado que as respostas do sistema imune tém um
papel fundamental no inicio e na manutencdo das lesdes psoridsicas
(CARDILI, R. et al, 2010; DUNPHY; GARDINER, 2011;
GRIFFITHS; BARKER, 2007; HUEBER; MCINNES, 2007; NESTLE;
KAPLAN; et al., 2009).

Algumas evidéncias como: a presenca de expansdo clonal de
células T em lesbes de pacientes com psoriase; os beneficios obtidos
com terapias especificas anti-células T em modelos de ratos (DI
MEGLIO et al., 2011) além de observagdes clinicas como: a cura da
psoriase apds um transplante de medula dssea entre um receptor com a
doenca e um doador saudavel e a observacdo inversa, o0
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desenvolvimento da psoriase também apds um transplante de medula
0ssea, mas, dessa vez, entre um receptor saudavel e um doador com a
doenca passaram a apontar uma importante participacdo do sistema
imune nessa patologia (DI MEGLIO et al, 2011; DUNPHY;
GARDINER, 2011).

A partir de constatagbes como essas, a psoriase passou a ser
considerada uma patologia cronica mediada pelo sistema imune. Nessa
doenca, as manifestagdes clinicas e histoldgicas da pele sdo decorrentes
de interacbes desreguladas entre as células da epiderme e o0s
componentes das respostas imunes. Essas interacfes sdo processos
dinamicos e os diferentes componentes celulares e mediadores quimicos
envolvidos estdo, provavelmente, relacionados aos estagios de iniciacao,
progressdo, manutencao e remissdo da doenga (NESTLE; MEGLIO, DI,
et al., 2009; PERERA et al., 2012).

Através de andlises imuno-histoldgicas, é possivel observar a
presenca de diferentes componentes celulares nas lesfes psoridsicas
como, por exemplo: queratindcitos, células dendriticas, neutréfilos,
macréfagos, células natural killer (NK) e linfécitos B e T. Esses tipos
celulares, na sua maioria, sdo 0s mesmos envolvidos nos processos de
cicatrizacdo da pele de individuos saudaveis. Devido a essas
semelhangas, muitos pesquisadores consideram que as lesfes da
psoriase representam um processo prolongado de cicatrizacdo da pele
(NESTLE et al., 2009; PERERA et al., 2012).

Embora a ideia de a psoriase ser somente uma doenca de pele ter
sido afastada, ¢é evidente que as células residentes na pele desempenham
um papel importante na patogénese da doenca. Acredita-se, por
exemplo, que os queratindcitos, principais constituintes da epiderme,
tenham grande participacdo no recrutamento e na ativacdo das células
imunes (GRIFFITHS; BARKER, 2007; PERERA et al., 2012).

Os queratindcitos sdo células efetoras capazes de responder a um
estimulo de maneira rapida, mas nao especifica. Essas células produzem
citocinas pré-inflamatérias (como, por exemplo, IL1, IL6 e TNFw) que
estimulam a migracéo de células da corrente sanguinea para os tecidos.
Além disso, embora ndo sejam células apresentadoras de antigenos
classicas (APCs), os queratindcitos podem processar e apresentar
antigenos, ainda ndo identificados, para os linfécitos T, ativando essas
células e dando inicio a expansdo clonal e a secrecdo de anticorpos por
células B (NESTLE et al., 2009).
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Os linfécitos T ativados migram para a pele e também secretam
citocinas que, por sua vez, estimulam outras células a liberar mediadores
inflamat6rios aos quais os queratindcitos respondem. Esse ciclo de
respostas pode estar relacionado com a inducdo do desenvolvimento de
algumas das caracteristicas da psoriase, com o desencadeamento da
expressdao de moléculas de adesdo em células imunes e com a
estimulacdo ainda maior da producdo de citocinas pelos proprios
queratindcitos, fatores que contribuem para a manutencdo do estado
ativo da doenca (FELETAR et al., 2008; NESTLE et al., 2009).

Além dos queratindcitos, as células dendriticas (dérmicas,
plasmocitdides e células de Langerhans) atuam como APCs,
reconhecendo e capturando antigenos para a acdo das células B e T. As
células dendriticas estdo presentes em grande numero nas lesbes
psoriasicas, produzindo e secretando citocinas (como, por exemplo,
IL12, IL23, TNFa e IFNy) que podem estimular outros aspectos da
resposta imune como a ativagdo do NF«B, a migracdo de leucdcitos e
vasodilatacdo (FELETAR et al., 2008; NESTLE et al., 2009).

As lesdes psoridsicas sdo caracterizadas pela presenca de
infiltrados de células T ativadas. Na camada da derme dessas lesfes sdo
encontradas, principalmente, células T CD4, enquanto na camada da
epiderme é observada a presenca predominante de células T CD8, o que
demonstra que essas células tém uma importante contribuicdo na
resposta imune a essa patologia. No entanto, a presenca e a acao de
outros subtipos de células T, como células T helper 1 (Thl) e Thil7,
estdo sendo amplamente estudadas (HUEBER; MCINNES, 2007; DI
MEGLIO et al., 2011; NESTLE et al., 2009).

Apesar da destacada importancia das células T na
imunopatogénese da psoriase, nos UGltimos anos, a atuacdo dos
constituintes da resposta imune inata no desenvolvimento e na
manutencdo da doenca também tem sido investigada. Neutrdfilos e
macréfagos sdo, por exemplo, encontrados na epiderme dos pacientes e,
como essas células de funcdo fagocitaria tém vida curta
(aproximadamente trés dias), a sua presenca na epiderme estd
relacionada, provavelmente, a um recrutamento continuo para o local
das lesdes (NESTLE et al., 2009).

Assim como neutréfilos e macrofagos, as células NK estdo
presentes nas lesbes psoriasicas. Essas células possuem atividade
citotdxica e também estdo relacionadas com a secre¢do de citocinas pro-



28
Introducédo ALMEIDA 2012

inflamatorias e com a ativacdo de outros tipos celulares nessa patologia
(DUNPHY; GARDINER, 2011).

A presenca dessa variedade celular nas lesbes psoriasicas sugere
uma complexa participacdo do sistema imune na patogénese da psoriase.
O importante papel desses diferentes tipos celulares é evidenciado pela
descoberta de novos alvos terapéuticos, relacionados a acdo dessas
células, que séo efetivos para o tratamento da doenga (NESTLE et al.,
2009).

1.3 A MODULACAO DA RESPOSTA IMUNE

As células, anteriormente descritas, que participam da patogénese
da psoriase, possuem receptores de membrana especificos que interagem
com as moléculas do Complexo de Histocompatibilidade Principal
(MHC, do inglés Major Histocompatibility Complex). Essas interagdes
resultam na ativacdo ou na inibicdo da atividade de células da resposta
imune.

A primeira descrigdo do MHC, ocorrida em 1936, foi resultado de
estudos de transplantes de tecidos realizados em camundongos
(CHESLEY; DUNN, 1936). Posteriormente, em humanos, essas
proteinas foram relacionadas com a rejeicdo aguda de Orgdos apds
transplantes e com a doenca do enxerto contra o hospedeiro (GVDH, do
inglés graft-versus-host-disease) apds alguns transplantes de medula
6ssea (PARHAM et al., 2012). Essas associacBes revelaram uma
participacdo das glicoproteinas codificadas por esse grupo génico na
identificacdo do proprio, o que foi denominado de histocompatibilidade.
Até que, em 1975, Doherty e Zinkernagel vincularam as moléculas
MHC com a apresentagdo de antigenos (DOHERTY; ZINKERNAGEL,
1975).

Essas glicoproteinas tém a funcdo de ligar-se a fragmentos de
peptideos e apresenta-los na superficie celular. Os peptideos que serdo
apresentados, através do MHC, podem ser provenientes de duas origens:
(1) intracelular, os peptideos sdo resultado da sintese celular e ligam-se
as moléculas MHC de Classe I; ou (2) exdgena, os fragmentos de
peptideos sdo resultantes de uma atividade proteolitica e ligam-se as
moléculas MHC de classe Il. Esses diferentes tipos de MHC participam,
portanto, tanto da apresentagdo de antigenos externos quanto de
antigenos préprios (CHAPLIN, 2010; NEEFJES et al., 2011; UIVARI;
BELOV, 2011).
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As moléculas MHC de Classe | sdo constituidas por uma pesada
cadeia polimérfica transmembranar, formada por trés dominios
globulares al, a2 e a3 que estdo associados, de maneira ndo covalente, a
uma cadeia leve, ndo polimorfica, a B,-microglobulina (3,m) (NEEFJES
et al.,, 2011). A variedade de moléculas MHC é decorrente dos
polimorfismos da cadeia pesada e, como resultado disso, apresentam
diferencas estruturais na fenda de ligacdo dos peptideos. Os diferentes
polimorfismos observados asseguraram que as respostas imunes
pudessem ser geradas contra um diversificado repertério de antigenos
(CAMPBELL et al., 2012; CHAPLIN, 2010; LI; RAGHAVAN, 2010).

Em humanos, o MHC foi nomeado de Complexo de
Histocompatibilidade Humano (HLA, do inglés Human Leucocyte
Antigen), pois essas moléculas sdo expressas pelos leucdcitos, mas nao
pelos eritrocitos. O MHC humano refere-se ao conjunto génico
localizado no brago curto do cromossomo 6, mais precisamente, na
posicdo 6p.21.3, que ocupa uma regido cromossémica de cerca de 3,6
megabases de DNA onde estdo localizados mais de 200 genes (Figura
1). Por outro lado, 0 gene codificador da B,m estd localizado no
cromossomo 15 (CASTELLI et al., 2011; PARHAM et al., 2012).

A regido gendmica do MHC esta subdividida, de acordo com a
diversidade genética, a expressdo, a estrutura e as funcdes dos seus
produtos moleculares, em trés regides: classes I, Il e 1ll. A regido MHC
de classe | é constituida por pseudogenes (HLA-H, HLA-J, HLA-K e
HLA-L) e por genes codificadores para dois grupos de moléculas HLA:
(1) as classicas ou la, moléculas altamente polimdrficas, onde se
incluem as moléculas HLA-A, HLA-B e HLA-C; e (2) as ndo-classicas
ou Ib, moléculas com um polimorfismo limitado, mais conservadas,
onde estdo incluidas as moléculas HLA-E, HLA-F e HLA-G, sendo, 0s
polimorfismos dessa Ultima molécula, o foco desse estudo. A regido
MHC de classe Il possui genes que codificam moléculas expressas
somente na superficie de APCs, enquanto que, a regido MHC de classe
Il possui genes que codificam moléculas com outras fungdes imunes
como os componentes do complemento e citocinas (CAROSELLA, E.;
FAVIER; et al., 2008; CASTELLI et al., 2009; PARHAM et al., 2012;
UJVARI; BELOV, 2011).
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Figura 1: O MHC Humano. A localizagio do MHC Immano no
cromossomo §, as trés regides e a disposigio dos genes denfro das classes
I, Il & [, em amatelo, estd destacadoe, o locus HLA-G (adaptado de
Cambridge Journals, 2012).

1.4 HLA-G: O GENE E A MOLECULA

Em condicGes saudveis, o gene HLA-G tem sua expressao
restrita a alguns tecidos, como por exemplo: tecidos fetais, estando
presente nos trofoblastos; e, tecidos adultos, sendo detectado na medula
timica, na cornea, nas ilhotas pancreéaticas e em precursores endoteliais e
eritrdides (CASTELLI et al., 2011; MOREAU et al., 2009). Contudo, a
expressdo do HLA-G pode ser induzida em algumas situagdes
especificas, como por exemplo, transplantes, tumores, infeccdes virais e
doencas autoimunes e inflamatérias (CAROSELLA et al., 2008).

Tanto nesses casos quanto nas condi¢des saudaveis, as moléculas
HLA-G interagem com determinados receptores de membrana,
presentes em diversos tipos celulares, promovendo respostas do sistema
imune. Os trés receptores, atualmente descritos, relacionados a atividade
do HLA-G sdo: os receptores de leucocitos semelhantes as
imunoglobulinas, ILT2 (ILT2/CD85j/LILRBY) e ILT4
(ILT4/CD85d/LILRB2) e o receptor de célula NK semelhante &
imunoglobulina, KIR2DL4 (KIR2DL4/ CD158d) (CAMPBELL et al.,
2012; MOREAU et al., 2009).

O receptor ILT2 é expresso por linfdcitos B, linfocitos T, células
NK, células dendriticas, mondcitos e macréfagos. O receptor ILT4, por
outro lado, é especificamente mieldide, sendo expresso somente por
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células dendriticas, mondcitos e macrofagos. O receptor KIR2DL4 tem
sua expressdo limitada & subpopulacio de NK CD56"™, células essas
gue constituem uma pequena parcela das células NK periféricas
(CAROSELLA et al., 2008; DONADI et al., 2011).

Os receptores ILT2 e ILT4 possuem, claramente, atividade
inibitéria da resposta celular. Em contrapartida, o receptor KIR2DL4 é
um membro incomum da familia de receptores semelhantes a
imunoglobulinas, pois tem a capacidade de enviar tanto sinais inibidores
guanto ativadores para as células NK e NKT. Esse imunoreceptor €
constituido por um motivo inibidor baseado em tirosina (ITIM) na sua
cauda citoplasmatica, para o sinal inibitorio, e uma arginina carregada
positivamente na regido transmembranar, necessaria para 0 sinal
ativador e a sua ligagdo com 0 HLA-G ocorre através do dominio al.
Outra diferenca existente entre o receptor KIR2DLA4 e os receptores ILT
é que, enquanto que o HLA-G é o Unico ligante de KIR2DL4, os
receptores ILT2 e o ILT4 ligam-se, também, a outras moléculas HLA
classicas. Apesar dessa caracteristica, 0 HLA-G possui uma alta
afinidade de ligacdo com os receptores ILT2 e ILT4. Sendo que,
enquanto os receptores ILT2 ligam-se somente ao dominio a3 associado
a Bom, os receptores ILT4 reconhecem o dominio a3 livre (CASTELLI
et al., 2010; DONADI. et al., 2011; PARHAM et al., 2012).

Esses trés receptores sdo expressos de maneira diferenciada por
cada um dos tipos celulares descritos, e os efeitos das suas interacoes
com 0 HLA-G tém sido demonstrados. O HLA-G pode inibir, por
exemplo, as func@es citoliticas das células NK; a maturacdo de células
dendriticas; as funcGes citoliticas antigenos-especificas das células T
CD8, as respostas aloproliferativas das células T CD4; a producdo de
citocinas por células T, além de induzir a apoptose celular (DONADI. et
al., 2011).

O HLA-G tem a capacidade de atuar diretamente na atividade das
células participantes da resposta imune. Essa caracteristica tem feito
dessa molécula um alvo atrativo de estudos para a compreensdo dos
mecanismos de diversas situagdes clinicas como, por exemplo: gravidez
e suas complicacgdes, transplantes, canceres, infeccBes virais e doencas
inflamatdrias e autoimunes (CAROSELLA et al., 2008; CAROSELLA
etal., 2011; DONADI et al., 2011).

Nos Ultimos anos, uma dessas situacdes clinicas em que o HLA-
G tem sido estudado é na patogénese da psoriase. Nos pacientes
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portadores dessa patologia, foi observada, na pele, a presenca de HLA-
G, entretanto, até 0 momento, essa molécula ndo foi descrita na pele de
controles saudaveis (CARDILI, R. et al., 2010; UROSEVIC, 2007). Nos
pacientes com psoriase, as principais células que expressam o HLA-G
sdo 0s macrdfagos presentes nas jungdes dermoepidérmicas. Essa
distribuicdo das células que expressam HLA-G esta de acordo com a
atual visdo da patogénese da psoriase, na qual os queratindcitos
produzem determinados tipos de citocinas e quimiocinas, alguns dos
quais sdo capazes de provocar o aumento da expressdo do HLA-G. Estes
achados levam a suposicdo de que os macréfagos que expressam HLA-G
podem representar um sistema de controle interno para neutralizar
células T autoreativas que expressam receptores cognatos para HLA-G
(MENIER et al., 2010; UROSEVIC, 2007).

1.4.1 Historico

Em 1987, foi descrito e clonado o gene codificador de uma
molécula atipica HLA de Classe I, cuja proteina havia sido identificada
na linhagem celular de coriocarcinoma BeWo (VAN DER VEN et al.,
2000; MOREAU et al., 2009). Esta molécula, também detectada em
trofoblastos de placentas, apresentava uma cadeia H, de
aproximadamente 40kDa, e parecia ndo ser polimorfica (VAN DER
VEN et al., 2000; MOREAU et al., 2009). No entanto, somente em
1990, essa nova molécula HLA de Classe |, encontrada em quantidades
abundantes na interface materno-fetal, foi reconhecida e denominada
como 0 HLA-G (CAROSELLA et al., 2008; LARSEN; HVIID, 2009;
MOREAU et al., 2009).

Nos ultimos anos, tem sido demonstrado o papel crucial do HLA-
G na implantacdo e na manutencdo da imunotolerancia materno-fetal
durante a gravidez. Além disso, a participacdo do HLA-G também tem
sido observada e estudada em outras situacBes clinicas como, por
exemplo: na aceitacdo de Orgdos transplantados e no escape
imunoldgico de tumores e células infectadas por virus (CAROSELLA et
al., 2008; CASTELLI et al., 2011; LARSEN; HVIID, 2009; MOREAU
et al., 2009).

1.4.2 Estrutura do gene
Como dito anteriormente, o gene codificador para o HLA-G esta
localizado na regido p21.3 do cromossomo 6. A estrutura génica do
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HLA-G consiste em 4396pb, divididos em sete introns e oito exons
(Figura 2) (CASTELLI et al., 2011; DONADI et al., 2011; MOREAU et
al., 2009).

Stop
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Figura 2: O mRNA primario do gene HLA-G. A estrutura molecular do mRNA primario do HLA-G,
na qual estio identificados os oito exons, o codon de parada no exon 6 e dois mtrons, 12 e i4 (adaptado
de CAROSELLA et al., 2008).

O exon 1 codifica o peptideo sinal, os exons 2, 3 e 4 codificam 0s
dominios extracelulares al, 02, a3, respectivamente, e 0 exon 5 codifica
0 dominio transmembranar. O exon 6 codifica a cauda citoplasmatica
dessa molécula, mas a presenca de um cédon de parada (UGA), no
segundo cddon desse exon, resulta em cauda citoplasmatica mais curta
em comparagdo com as moléculas de HLA | cléssicas. O exon 7 €
sempre ausente no RNA mensageiro maduro (mRNA), removido
durante o mecanismo de splicing. E, devido ao cddon de parada no exon
6, 0 exon 8 ndo é traduzido, sendo este Ultimo segmento considerado a
regido 3’ ndo traduzida (3°UTR) do mRNA (DONADI et al., 2011;
LARSEN; HVIID, 2009; MOREAU et al., 2009).

A definicdo dos oito exons e sete introns que compdem a
molécula de mRNA do gene HLA-G foi baseada, inicialmente, no
produto transcrito de outros HLAs classicos. Uma vez que estudos de
similaridade, em humanos, demonstraram que o HLA-G possui,
aproximadamente, 86% de semelhangas com as sequéncias consenso
dos genes das moléculas MHC de Classe | classicas: HLA-A, HLA-B e
HLA-C (DONADI et al., 2011; MOREAU et al., 2009). Os dados
inicialmente obtidos sugeriam que o HLA-G tinha uma estrutura similar
ao HLA-A2. Porém, ap6s a realizacdo de andlises cristalogréficas foi
possivel perceber que, dentre todas as moléculas HLA de Classe |,
classicas e ndo classicas, a maior semelhanca do HLA-G é com o HLA-E
e ndo com HLA-A2 (FAVIER et al., 2007).

1.4.3 Estrutura da molécula

O transcrito primario do HLA-G pode gerar, através de splicing
alternativo, sete mRNAs alternativos que codificam isoformas da
proteina ligadas a membrana (HLA-G1, G2, G3 e G4) e isoformas da
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proteina soluveis (HLA-G5, G6 e G7) (Figura 3) ( CAROSELLA et al.,
2008; DONADI et al., 2011).

[ — | | | ] HLA-G1 iéofoiimas
=i To—] W1 ] HLA-G2 Ligadasa
T T @ ] HLA.G3 | Membrana
Transcritas
I == 1 ] HLA-G4 _|
HLA-GS |
Intron 4 Isoformas
e | HLAGe | Soliveis
Intron 4 o
Transcritas
HLA-G7

Intron 2
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Figura 3: As sete isoformas da molécula HLA-G produzidas por splicing alternativo.
As isoformas soliveis sdo geradas por excisio de um ou dois exons que codificam dominios
globulares, enquanto que a tradugdo do infron 2 ou do infron 4 produz isoformas soliveis,
que ndo possuem o dominio transmembrana (adaptado de DONADI et a/., 2011).

A molécula HLA-G1 ¢ a isoforma completa da proteina. Essa
isoforma, ligada & membrana, apresenta uma estrutura extracelular
semelhante as moléculas HLA de Classe | classicas: uma cadeia pesada
formada pelos trés dominios globulares (al, 02 e a3) associados, de
maneira ndo covalente, a f,m. A isoforma HLA-G2, por outro lado, ndo
possui o dominio a2, codificado pelo exon 3. O HLA-G3 néo apresenta
os dominios a2 e a3, codificados, respectivamente, pelos exons 3 e 4. A
molécula HLA-G4, por sua vez, nao possui o dominio a3, codificado
pelo exon 4 (DONADI. et al., 2011; MOREAU et al., 2009).

As isoformas soliveis HLA-G5 e HLA-G6 apresentam 0s
mesmos dominios globulares de HLA-G1 e HLA-G2, respectivamente,
e sdo produzidas devido a transcricdo do intron 4, o qual blogqueia a
transcricdo do dominio transmembranar que é codificado pelo exon 5.
Nessas duas isoformas soliveis, a regido 5° do intron 4 é transcrita até a
geracdo de um cddon de parada, gerando uma cauda de 21 aminoacidos
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gue implica na solubilidade dessas moléculas. A isoforma HLA-G7 tem
somente o dominio al e, este esta ligado a dois aminoacidos codificados
pelo intron 2, que é retido nessa transcricdo (DONADI et al., 2011;
MOREAU et al., 2009).

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

A expressdo dessas isoformas esta relacionada a capacidade de
diferentes tipos celulares responderem a fatores microambientais, que
incluem fatores enddgenos: estresse, privagdo de nutrientes, hormdnios
e citocinas como, por exemplo, o Fator Estimulador de Colbnias de
Macroéfagos e Granuldcitos (GM-CSF), IFNs, IL-10, Fator de Necrose
Tumoral o (TNFa), Fator de Necrose Tumoral B (TGFp) e o Fator de
Crescimento Epidermal (EGF); e fatores ex6genos como, por exemplo,
farmacos. Esses fatores, aliados aos polimorfismos do HLA-G, podem
regular a expressao desse gene tanto no nivel transcricional, quanto no
nivel pds-transcricional (CAROSELLA et al., 2011).

1.4.4 Nomenclatura dos Alelos de HLA-G

Quando comparado aos genes de HLA de Classe | classicos, o
locus HLA-G apresenta uma baixa diversidade de alelos. Apesar disso, a
nomenclatura dos novos alelos que estdo sendo descobertos segue a
padronizagdo apresentada pelo WHO Nomenclature Committee for
Factors of the HLA System (HLA NOMENCLATURE, 2012A).
Atualmente, de acordo com essa padronizacdo, os nomes dos alelos
podem ser compostos de quatro, seis ou oito digitos (Figura 4).

Os dois primeiros digitos referem-se a familia do alelo, e o
terceiro e o0 quarto digitos referem-se a ordem em que as sequéncias
foram relatadas (ex: HLA-G*01:01 e HLA-G*01:02). Portanto, um alelo
que difere nesses quatro primeiros digitos deve ter, pelo menos, uma
substituicdo nucleotidica ndo sindnima, que modifica a sequéncia de
amino&cidos da proteina codificada (DONADI et al., 2011; LARSEN;
HVIID, 2009).
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Por outro lado, os alelos que possuem variagcfes silenciosas na
sequéncia codificadora, ndo produzindo, portanto, modificacdes na
sequéncia de aminodacidos da proteina codificada, sdo diferenciados pelo
uso do quinto e sexto digitos (ex: HLA-G*01:04:01 e HLA-
G*01:04:04). O sétimo e oitavo digitos séo utilizados para distinguir
sequéncias nucleotidicas observadas em introns ou nas regides nado
traduzidas 3’ ou 5’ (ex: HLA-G*01:01:01:04 e HLA-G*01:01:01:05)
(DONADI et al., 2011).

Ordememquea
sequéncia foi relatada
T Variacoes nas regioes
Gene nio codificadoras
— 1L
/_L] | |

l 1
HLA G*01:01:01:04
I I ‘_‘
I'J Variacdes ;ilenciosas
Familia Alélica na sequéncia

Prefixo HLA J

codificadora

Figura 4: Nomenclatura dos Alelos de HL4-G. Padronizagio da nomenclatura dos
alelos HLA-G de acordo com o WHO Nomenciature Committee for Factors of the HLA
System (adaptado de HLA NOMENCLATURE, 20124).

1.4.5 Polimorfismos do HLA-G

Quando comparado com os genes de HLA de Classe | classicos,
gue possuem centenas de alelos, o locus HLA-G apresenta um baixo
nimero de variantes. Atualmente, estdo listados no WHO Nomenclature
Committee for Factors of the HLA System, 50 alelos, que codificam 16
proteinas funcionais distintas e dois alelos nulos (DONADI et al., 2011;
HLA NOMENCLATURE, 2012A; LARSEN; HVIID, 2009). Esses
nUmeros contrastam com os genes HLA classicos, como, por exemplo, o
HLA-A e HLA-B, que apresentam 1884 e 2490 alelos, respectivamente
(HLA NOMENCLATURE, 2012B).

As frequéncias dos diferentes alelos HLA-G variam entre as
diferentes populacdes étnicas. Dos alelos relatados, somente cinco sdo
observados em populacdes do mundo todo. Dentre esses, 0 grupo
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G*010101 (com cinco alelos) é o predominante e tem frequéncias que
variam entre 32 e 82% nas populagBes japonesas, caucasianas e
africanas (LARSEN; HVIID, 2009; MOREAU et al., 2009).

Os polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs) definem o
maior grupo de alelos HLA-G. Contudo, a maioria das mutacdes desse
gene é silenciosa e gera poucas sdo as mutagdes que geram mudancas de
aminoacidos na proteina HLA-G. A partir dessas modificagdes sao
definidas 16 proteinas variantes (HLA-G*01:01, *01:02, *01:03,
*01:04, *01:06, *01:07, *01:08, *01:09, *01:10, *01:11, *01:12,
*01:14, *01:15, *01:16, *01:17 e *01:18)(CAMPBELL et al., 2012;
LARSEN; HVIID, 2009; HLA NOMENCLATURE, 2012C; MOREAU
et al., 2009).

Os dois alelos nulos do gene HLA-G sdo resultantes de mutagdes
de exons que geram uma parada precoce da transcricdo. O alelo
G*01:05N, possui uma delecdo no cédon 130, dentro do exon 3, que
causa uma alteracdo na sequéncia e, por consequéncia, a parada
prematura da transcricdo no cddon 171. O alelo G*01:13N, por sua vez,
apresenta uma mutacdo pontual no cédon 54, no exon 2, que, também,
gera um cddon de parada prematuro (LARSEN; HVIID, 2009).

Como dito anteriormente, as 5’URR e 3’UTR possuem um grau
relativamente alto de variagdes nucleotidicas (DONADI et al., 2011).
Na regido promotora de HLA-G haviam sido identificados, até 2011, 29
SNPs (CASTELLI et al., 2011). Essas variagbes podem estar
implicadas, diretamente, na regulacéo da expressdo desse gene, uma vez
gue, muitos desses polimorfismos estdo dentro ou préximos de
conhecidos ou supostos elementos reguladores da transcri¢do
(MOREAU et al., 2009).

A regido 3°UTR, por outro lado, possui oito sitios polimérficos
descritos: um polimorfismo de presenca (In, insercdo) ou auséncia (Del,
delecdo) de um fragmento de 14pb (14pb InDel) e sete SNPs (+3003
T/C, +3010 C/G, +3027 A/C, +3035 C/T, +3142 G/C, +3187 A/G ¢
+3196 G/C). Pelo menos trés desses sitios polimérficos foram
associados a regulacdo dos niveis de expressdo do HLA-G: (1) o
polimorfismo de 14pb InDel; (2) a presenca de uma guanina na posi¢do
+3142 G/C; (3) a presenca de uma adenina na posicdo +3187 A/G
(LARSEN; HVIID, 2009; MENIER et al., 2010; MOREAU et al.,
2009). Os haplétipos identificados na populacdo brasileira para essa
regido, levando em consideracdo os oito polimorfismos citados
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anteriormente, estdo descritos na Tabela 1 (CASTELLI et al., 2010;
LUCENA-SILVA et al., 2012).

Embora o polimorfismo 14pb InDel possa estar associado com o
controle da producdo de HLA-G, modulando a estabilidade do mRNA,
0S mecanismos que estdo envolvidos nesse processo ainda ndo estéo
bem elucidados. Os alelos que apresentam a insercdo da sequéncia de
14pb (5-ATTTGTTCATGCCT-3") estdo sendo associados, em células
de trofoblastos, com uma produgdo mais baixa dessa molécula, tanto
para as isoformas sollveis como para as isoformas ligadas & membrana.
Por outro lado, uma fracdo dos mRNAs que apresentam a insercdo de
14pb pode ser adicionalmente processada, por splicing alternativo,
ocorrendo a remocdo de 92 bases do RNAmM maduro. Esse processo
resulta em transcritos de HLA-G menores, 0s quais tém sido relatados
como formas mais estaveis da molécula do que os mRNAs completos
(DONADI et al., 2011).

T abela 1: Frequéncas dos haplotipos da 3'UTR do gene HLA-Gno Brasil.

Haplaiipo Frequéncia 1* Frequéncia 2** Fregquéncia 3**
UTR1 - DelTGCCCGL 0,2580 02053 0.2581
UTR2 - InsTCCCGAG 0.2420 0,2283 0,2419
UTE3 - DelTCCCGAC 0.1260 01575 0,1258
UTE4 - DelCGCCCAC 01320 0.0669 0,1323
UTES - InsTCCTGAC 0,0030 0.0866 0,0835
UTR6 - DelTGCCCAC 0,0680 0.0866 0.0677
UTR7 - InsTCATGAC 0,0550 0,0354 0,0548
UTES - InsTGCCGAG 00130 0,0000 0,0129
UTEY - InsTGCTGAC 0,0000 0,0000 0,0065
UTR10 -DelTCCCGAG 0.0000 0,0000 0,0032
UTR11 - DelCCCCGAC 0,0000 0.0000 0,0032
UTR13 - DelTCCTGAC 0,0000 0.0039 0.0000
UTR14 - DelTGCCGGC 0,0000 0,0118 0,0000
UTR15 - InsTCCCGAC 0.0000 0.0236 0.0000
UTR16 - InsTCCTGAG 0.0000 0,0039 0.0000
Qutros 0,0130 0.0000 0.0000

*Frequéncias descritas em Castelli of af, 2010, onde Frequéncial representa as frequéncias
obtidas para cada haplotipe na populagio brasileira.

**Frequéncias descritas em Lucena-3ilva er o, 2012, onde Frequéncia 2 representa as
frequéncias dos haplotipos na regide norte do Brasil, enquanto que Frequéncia 3 representa as
frequénciaz dos haplotipes na regiio =l do pais.

A presenga da guanina na posi¢do +3142 pode influenciar a
expressdo do locus HLA-G pelo aumento da afinidade dessa regido com
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0s microRNAs miR-148a, miR-148b e miR-152, diminuindo assim a
disponibilidade de mRNA pela degradagdo e pela supressdo da traducédo
(MOREAU et al., 2009).

A presenca da adenina na posicdo +3187 estd associada com a
reducdo da estabilidade do mRNA e pode levar a uma redugdo da
expressao de HLA-G. Essa associacao esté relacionada ao fato que esse
SNP esta localizado préximo a um motivo rico em AU que medeia a
degradacdo de mRNA (DONADI et al., 2011; MENIER et al., 2010;
MOREAU et al., 2009).

Essas variabilidades nucleotidicas das regibes promotora e
3’UTR podem influenciar, portanto, os niveis de HLA-G através da
modificacdo da afinidade das sequéncias-alvos do gene por fatores
transcricionais ou poés-transcricionais. Da mesma forma, o0s
polimorfismos da regido codificadora podem produzir mudancas
conformacionais nas moléculas de HLA-G, que, por sua vez, podem
resultar em modificagBes das suas principais fungdes como, por
exemplo: a interagdo com receptores celulares, a producdo de isoformas,
a modulacdo da resposta imune e a capacidade de se ligar a peptideos
(DONADI et al., 2011).

Dependendo a situagdo fisiologica ou clinica, a expressdo de
HLA-G pode ser benéfica ou prejudicial ao organismo. Em condigdes
patolégicas, nas quais uma resposta imune vigorosa e prolongada é
necessaria, a expressao de HLA-G é prejudicial, como nos casos de
cancer e nas doencas virais crénicas. Opostamente a isso, nos casos em
gue uma resposta imune vigorosa é indesejavel, a presenca de HLA-G ¢
vantajosa, como nos casos de transplantes e de doengas autoimunes
(DONADI et al., 2011).

Dentre os polimorfismos da 3’UTR que estdo relacionados a
doencas, foram identificadas associages da inser¢do de 14pb nos casos
de Ldpus Eritematoso Sistémico (LES), falhas de fertilizagGes in vitro,
rejeicdes agudas de transplantes renais, pré-eclampsia e abortos
espontaneos recorrentes. Além disso, a presenca do polimorfismo de
14pb em heterozigose (In/Del) estd associada com indices mais baixos
da atividade da doenca nos casos de LES e a delecdo dos 14pb esta
associada com artrite idiopatica juvenil (CASTELLI et al., 2010;
LARSEN; HVIID, 2009).

Apesar de varias patologias e situacdes clinicas serem associadas
aos polimorfismos do gene HLA-G, incluindo os polimorfismos da
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3’UTR, as relacbes das variagfes dessa molécula com os casos de
psoriase ainda ndo sdo conhecidas. No entanto, a possibilidade de
encontrar uma associacdo de susceptibilidade genética, aliada a fatores
ambientais, que desencadeia a resposta imune alterada dessa patologia,
poderia prover novas ferramentas de prognostico ou, até mesmo, novos
alvos terapéuticos para auxiliar no tratamento dos individuos que séo
acometidos por essa doenca.
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2 JUSTIFICATIVA

As interacOes entre a molécula HLA-G e determinados receptores
celulares produzem efeitos inibitorios na atividade de algumas células e,
consequentemente, uma reducdo da resposta imune (CAROSELLA et
al., 2011; CAROSELLA et al., 2008). Considerando-se essa
caracteristica da molécula HLA-G, de modular a funcdo de algumas
células, a sua expressao em patologias inflamatorias crénicas, como é o
caso da psoriase, poderia promover um efeito inibitério da resposta
imune, auxiliando, dessa forma, na reducdo do processo inflamatério
dessas doencas.

A partir de informagfes como essas, verifica-se a importancia da
realizacdo de maiores estudos sobre a psoriase, para uma melhor
compreensdo da patogénese dessa doenca e a identificacdo de possiveis
novos alvos terapéuticos.

As variacOes da expressdo do gene HLA-G, por exemplo, que
podem ser decorrentes de polimorfismos do gene, tém sido relacionadas
a diversas condigBes patoldgicas, como: infeccBes virais cronicas,
tumores, doencgas autoimunes e doencas inflamatérias (DONADI et al.,
2011; LARSEN; HVIID, 2009). Para essas Ultimas, dentre as quais esta
incluida a psoriase, tem sido proposto que a expressdao do HLA-G é um
possivel mecanismo de protecdo tecidual contra respostas inflamatdrias
(CONSIGLIO et al., 2011). No entanto, até 0 momento, ndo existem
estudos que relacionem polimorfismos do gene HLA-G com a
ocorréncia de psoriase. Diante disso, torna-se interessante avaliar se a
variabilidade desse gene pode estar relacionada ao desenvolvimento da
psoriase na populagdo brasileira.

Tendo como hipotese que pacientes e controles apresentam
diferentes haplotipos de 3’UTR e sabendo que esses diferentes
haplétipos podem gerar variados niveis de expressao da molécula HLA-
G, pretende-se, neste estudo, verificar quais sdo os hapl6tipos mais
frequentes nesses dois grupos e correlaciona-los com as possiveis
variagOes de expressao.

Essas associagOes entre a psoriase e determinados polimorfismos
do gene HLA-G podem, no futuro, auxiliar no diagnostico, no
prognastico e no direcionamento de terapias para essa patologia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar polimorfismos da regido 3’ nao traduzida (3’UTR) do
gene HLA-G em pacientes com psoriase, no estado de Santa Catarina,
buscando um melhor entendimento da acao desse gene na patogénese da
doenca.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Observar a variabilidade da 3’UTR do gene HLA-G em uma amostra
populacional do estado de Santa Catarina.

2 Calcular as frequéncias alélicas e genotipicas de todos os pontos de
variagdo encontrados na 3’UTR do gene HLA-G em pacientes com
psoriase e em individuos-controle.

3. Inferir os haplétipos envolvendo estes loci analisados em pacientes
com psoriase e em individuos-controle.

4. Verificar se ha associagdo entre os alelos, gendtipos, haplotipos,
dados clinicos e epidemiolégicos e a doenca estudada.

5. Relacionar os dados encontrados neste estudo com a patogénese da
psoriase.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho é parte de um projeto maior, intitulado “Estudo
genético e epidemioldgico em pacientes com psoriase no estado de
Santa Catarina”, coordenado pela Dra Iliada Rainha de Souza e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
UFSC (CEPSH/UFSC) em 25 de outubro de 2010, através do parecer n°
1034/12.

4.2 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra foi constituida de 100 pacientes diagnosticados com
psoriase, atendidos pelo Ambulatério de Dermatologia/Psoriase do
Hospital Nereu Ramos, no periodo de dezembro de 2010 a novembro de
2011, e de 100 individuos-controles, sem diagndstico nem historico
familial para a patologia em estudo, que sdo participantes de projetos
realizados paralelamente pela equipe do Laboratério de Polimorfismos
Genéticos (LAPOGE) da UFSC.

Os dados epidemiolégicos e familiais, dos pacientes e dos
individuos-controles, foram obtidos através de entrevistas realizadas
com questionarios estruturados (Apéndices A e B), ap0s a assinatura dos
termos de consentimento livre e esclarecido (Apéndices C e D) pelos
voluntarios. Apoés as entrevistas, as amostras de sangue periférico (cerca
de 8 ml) foram coletadas através de puncdo venosa, para extracdo do
DNA genémico e obtencdo dos dados genéticos, e armazenadas e
transportadas a 4°C para o posterior processamento no LAPOGE.

As amostras biolégicas e os questionarios obtidos nessa pesquisa
foram catalogados e constituem um banco de dados e amostras, de
pacientes com psoriase e de individuos-controles, armazenado no
LAPOGE.

Alguns desses dados, obtidos através dos questionarios, como a
idade de manifestacdo da psoriase e o possivel acometimento das
articulaces (artrite psoriasica) foram utilizados para correlacionar com
os dados genéticos obtidos nesse trabalho.

4.3 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

As amostras de sangue periférico foram centrifugadas
(Centrifugue 206 BL Excelsa I1®) a 3000g (1835rpm) durante 15 min a
temperatura ambiente (TA), para a separacdo dos componentes


https://sistema.cep.ufsc.br/pesquisas/ver_pesquisas.php?id_pesquisa=1034
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sanguineos. Apo6s a centrifugacdo, foram separados o plasma, o
concentrado de hemécias e a camada de leucécitos. Esses componentes
sanguineos foram aliquotados, identificados e estocados a -20°C. Os
leucocitos foram utilizados para a extragdo do DNA gendmico. O
plasma e o concentrado de hemacias ndo foram utilizados nesse estudo.

Reagentes e Solugdes

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

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

3) SDS 10%(Amresco®);

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

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

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

7) Alcool Isopropilico Absoluto, TA- Temperatura Ambiente (Merck®);
8) Etanol 70%, TA (Merck®).

Procedimento

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

4.4 GENOTIPAGEM DO POLIMORFISMO INDEL DA REGIAO
3’UTR

A genotipagem do polimorfismo InDel, de 14pb (rs1704), da
regidio 3’UTR do gene HLA-G (ID:3135), foi realizada através da
amplificacdo dessa regido pela Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR,
do inglés Polymerase Chain Reaction).

4.4.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase

Reagentes e SolucGes

1) Agua Ultrapura;

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

3) MgCl; 1,5mM (50mM, Invitrogen®);

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

5) Primer Reverse 10pmol (HLAGR, 5-GTCTTCCATTTATTTTGTCTC
T-3'; IDT®);

6) Primer Forward 10pmol (HLAGF, 5-TGTGAAACAGCTGCCCTGT
GT-3’; IDT®);

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

Procedimento

Para a reacdo de amplificacdo foram adicionados, em tubos de
0,6uL (tipo eppendorf): 7,40uL de agua; 0,25uL de dNTPs; 0,75uL de
MgCly; 3,5uL de Tampéo de PCR; 0,5uL de Primer R; 0,5uL de Primer
F; 0,10pL de Tag Platinum® e 2uL de DNA (em torno de 200ng).
Essas amostras foram colocadas em um termociclador (Mastercycler,
Eppendorf®) e submetidas a uma desnaturaco inicial a 94°C por 5 min
e, em seguida, a 30 ciclos de: 95°C por 45s, 56°C por 45s e 72°C por
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60s; e um passo de extensdo final a 72°C por 7 min (Castelli et al.,
2010).
4.4.2 Analise do Produto Amplificado

Reagentes e Soluces

1) Agua Ultrapura;

2) Solucdo de Acrilamida/Bis-acrilamida (29:1 - 29g de acrilamida,
Bioamerica®, e 1g de bis-acrilamida, Amresco®, diluidas em 100mL
H20);

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

4) Tampéo TBE 1X (100mL do Tampéo TBE 10X; 900mL H,0);

5) TEMED: tetrametiletilenodiamina (Amresco®);

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

7) Tampdéo de Aplicacdo de Amostras (900.L de Bromofenol, Merck®;
9004L Xilenocianol, Sigma-Aldrich®; 900uL TBE; 4,5mL Ficoll 30%
diluido em H,0, Sigma-Aldrich®; 1,8mL EDTA 0,5M pH 8,0, Vetec®;
3,69 Sacarose, Merck®);

8) Formaldeido (Amresco®);

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

Procedimento

Os produtos amplificados (nos tamanhos de 345pb para as
delecdes e de 359pb para as insercdes) foram visualizados através de
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) 7%. Estes géis foram
feitos adicionando: 31,5mL de H,O; 9mL de Solugdo de
Acrilamida/Bis-acrilamida; 4,5mL de TBE 10%; 67,5uL de TEMED e
675uL de Persulfato de Amdnio 10%. Essa solugdo foi colocada entre as
placas de vidro e, ap6s a polimerizacdo do gel, as placas foram
encaixadas na cuba de eletroforese. As amostras foram preparadas da
seguinte forma: 3,5uL de produto de PCR; 1luL de Tampdo de
Aplicacdo de Amostras e 1uL de H,0; e, posteriormente, aplicadas no
gel. No primeiro poco foi colocado o padrdo de peso molecular de
100pb para, posteriormente, ser comparado com as bandas amplificadas.
A corrida foi realizada, durante 2h e 45min, e a fonte de eletroforese
(CBS, Scientific Company, Modelo EPS 4000) foi regulada de maneira
que, a Voltagem (V) ficou fixa em 160 e, a Amperagem (mA) e a
Poténcia (W) ficaram livres.
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4.4.3 Coloracgédo com Nitrato de Prata
Os géis foram retirados das cubas e corados com Nitrato de Prata
para a visualizacdo dos fragmentos de DNA.

Reagentes e Solugdes

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

2) Solugdo Fixadora (160mL de Etanol Absoluto, Merck®, 7mL de
Acido Acético Glacial, Nuclear® e 833 mL de H20 - volume final 1L);
3) Solugdo Reveladora (22,59 de NaOH, Merck®; 1L de H,O. Dissolver
em um agitador o Hidréxido de S6dio em uma parte da agua e depois
completar com o restante - volume final 1L. Na hora da coloracéo
adicionar 1mL de Formaldeido para cada 100mL da soluc&o).

Procedimento

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

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

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

4) Bloqueio da Reacdo: Ap6s o gel ter sido revelado, a solucdo
reveladora foi descartada e a reacdo bloqueada com a lavagem direta do
gel em 100 mL de Solugéo Fixadora;

5) Secagem do Gel: Apds a leitura, todos 0s géis passaram por um
processo de secagem simples para que pudessem ser armazenados para
analises e confirmagbes posteriores. Duas folhas de papel celofane
foram molhadas; uma placa de vidro, com a &rea maior que a do gel, foi
coberta com uma das folhas; o gel foi colocado sobre a placa com o
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celofane sem deixar bolhas; o gel foi entdo bem molhado e coberto com
a outra folha de celofane, também com cuidado de ndo deixar bolhas;
este gel foi deixado secando a temperatura ambiente por dois ou trés
dias até a secagem completa, sendo entdo destacado, devidamente
identificado e arquivado.

4.4.4 Leitura dos Resultados no Gel

O modo de visualizagéo dos fragmentos de DNA, para a deteccéo
e anotacdo do polimorfismo de 14pb do gene HLA-G, esta representado
na figura 5. Nessa figura, é possivel observar a presenca de uma
insercdo (1), uma delecéo (2) e uma insercao/delecéo (3).

vl
11 2 3

Figura 5: Gel de poliacrilamida corado
com nitrato de prata. O gel digitalizado
ilustra a presenca de uma insercdo (1), uma
delecdo (2) e uma insergdo/delecdo (3).

4.5 ANALISE DA SEQUENCIA DE DNA DA REGIAO 3°'UTR
4.5.1 Purificacdo das Amostras

Reagentes e Soluges

1) Exonuclease | (EXO, 10u/uL, USB®);

2) Fosfatase Alcalina de Camardo (SAP, do inglés Shrimp Alkaline
Phosfatase, 1U/uL, USB®);

3) Tampao SAP 10X (USB®).

Procedimento

As amostras foram purificadas através do uso das enzimas
Exonuclease | (EXO) e Fosfatase Alcalina de Camardo (SAP) para a
degradacdo do excesso de primers e para desfosforilar os dNTPs nédo
incorporados. Para isso foram adicionados, em um tubo de 0,2uL (tipo
eppendorf), 0,5uL de EXO, 0,5uL de SAP, 1L de Tampédo SAP e 5uL
de produto de PCR. As amostras foram colocadas em um termociclador
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e submetidas a um ciclo de reacdo de 37°C por 60min e 75°C por
15min.

4.5.2 PCR para a Reacdo de Sequenciamento

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

Reagentes e Solugdes

1) Agua Ultrapura;

2)Primer Reverse diluido (HLAGR,5-GTCTTCCATTTATTTTGTCTCT-
3’y 3,2 uL de Primer Reverse 10pM, IDT®, + 6,8 uL de dgua);

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

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

Procedimento

Para a reacdo de amplificacdo foram adicionados em cada pogo
de uma placa de 96 pocos: 5,0uL de agua; 0,5uL de Primer R diluido;
1,0uL de fluoréforo BigDye®, 1,5uL Tampédo BigDye® e 2uL de
produto de PCR purificado. Essas amostras foram colocadas em um
termociclador (Mastercycler, Eppendorf®) e submetidas a uma
desnaturacgdo inicial a 96°C por 10s e, a seguir, a 25 ciclos de: 96°C por
10s; 50°C por 5s e 60°C por 4min.

4.5.3 Precipitagdo das Amostras

Reagentes e SolucGes

1) Solucdo de Acetato de SO6dio/EDTA, TA; (Acetato de Sodio 1,5M,
Sigma-Aldrich®; EDTA 259mM, Vetec®; pH 8,0);

2) Etanol Absoluto, TA (Merck®);

3) Etanol 70%, TA (Merck®).

Procedimento
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A precipitacdo das amostras foi feita da seguinte maneira: em
cada pogo (nos quais estavam os 10pL da PCR de sequenciamento)
foram adicionados 2uL da Solucdo de Acetato de So6dio /EDTA, a placa
foi agitada e, em seguida, foram adicionados 60uL de Etanol Absoluto.
A placa foi, novamente, agitada e incubada a TA, no escuro, por 15 min.
Em seguida, a placa foi centrifugada (Centrifugue 5408R, Eppendorf®)
a 2250g (3700 rpm) por 45 min a TA. Apds a centrifugacdo, o
sobrenadante foi removido por inversdo e, posteriormente, foram
adicionados 150puL de etanol 70% em cada pogo. A placa foi agitada e
submetida a uma nova centrifugagéo a 2250g (3700 rpm) durante 5 min
a TA. O sobrenadante foi removido por inversdo e a placa foi deixada no
escuro, overnight, para que todo o etanol evaporasse.

4.5.4 Leitura do Sequenciamento das Amostras

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

Procedimento

Em cada pogo da placa, foram adicionados 10pL de Formamida e
a placa foi centrifugada (Centrifugue 5408R, Eppendorf®) a 500g (800
rpm) por 5 min a TA. Em seguida, as amostras foram submetidas a um
processo de desnaturacdo, em termociclador (Mastercycler,
Eppendorf®), a 95°C durante 20 min. Apds a desnaturacédo, a placa foi
colocada no sequenciador para ser lida. As amostras foram sequenciadas
em um sequenciador ABI 3130 (Applied Biosystems®), pertencente ao
Instituto Geral de Pericias do Estado de Santa Catarina (IGP-SC).

4.5.5 Analises das Sequéncias

A andlise direta das sequéncias de DNA, da regido 3’UTR, foi
realizada, através do software Chromas Lite®, para a investigacdo de
todos os pontos de variagdo existentes na regido. As variagfes mais
conhecidas para essa regido sdo os polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs, do inglés Single-Nucleotide Polymorphisms): +3003 T/C
(rs1707), +3010 C/G (rs1710), +3027 A/C (rs17179101), +3035 C/T
(rs17179108), +3142 G/C (rs1063320), +3187 A/G (rs9380142) e
+3196 G/C (rs1610696). A identificacdo dos polimorfismos foi
realizada através da interpretacdo dos cromatogramas (Figura 6). Os
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SNPs de cada amostra foram anotados individualmente em uma planilha
de Excel para as anlises posteriores.

oY

Figura 6: Cromatograma resultante do alinhamento de uma das amostras
sequenciadas. Nesta ilustracio estio representados os SNPs +3030 (Y) e +3010 (S). Para o
primeiro SNP (Y), o individuo em questdo ¢ homozigoto (GG) enquanto que, para o segundo
SNP (S) é heterozigoto (GC).

4.6 TRATAMENTO DOS DADOS E ANALISE ESTATISTICA

4.6.1 Aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg

Segundo o teorema de Hardy-Weinberg, as frequéncias
genotipicas esperadas no equilibrio podem ser estimadas a partir da
expansdo do seguinte binbmio:

2 2 2
(xi +xj) =X +2X%X; +2X,
Na qual:
xi? é a frequéncia esperada dos homozigotos do alelo i;

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

A aderéncia das frequéncias genotipicas observadas as
proporcBes tedricas de Hardy-Weinberg foi verificada através do
programa GENEPOP®, versdao 3.4 (RAYMOND; ROUSSET, 1995).
Foram realizados trés testes baseados na hipétese nula de unido aleatdria
dos gametas: teste exato de probabilidade, teste para deteccdo da
deficiéncia e para deteccdo do excesso de heterozigotos.

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

4.6.2 Estimativas das Frequéncias Alélicas e Genotipicas

As frequéncias alélicas (x;) e genotipicas (X;) de cada locus, em
casos e controles foram estimadas utilizando-se o0 programa
GENEPOP® (RAYMOND; ROUSSET, 1995) versdo 3.4 (disponivel
em http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop), de acordo com as seguintes
as equacdes:

X.

B 2n;; +Znij X, — n;
2n e n

Nas quais:

Xj é a frequéncia do alelo “i”’;

Xii € a frequéncia do gendtipo “ii”;

n;i € n;j correspondem ao nimero de homozigotos e heterozigotos

observados para o alelo i, respectivamente;

n corresponde ao numero de individuos analisados.

4.6.3 Analises de Associagéo

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

OR = (ad)/(bc)
Na qual:

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

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

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



55
ALMEIDA 2012 Material e Métodos

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

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

4.6.4 Desiquilibrio de Ligacéo

A andlise de desequilibrio de ligagdo (LD, do inglés Linkage
Desequilibrium), associa¢do ndo ao acaso de alelos em diferentes loci,
foi realizada utilizando-se o programa GENEPOP®, versdo 3.4
(RAYMOND; ROUSSET, 1995). A hipdtese nula é a de que a
distribuicdo genotipica em um locus é independente da distribui¢do em
outro locus. A verificacdo da ocorréncia ndo aleatoria de certas
combinacdes alélicas foi realizada pela seguinte férmula;

Aab - pab - papb
Na qual:

Aqp € 0 valor do desequilibrio de ligacao;

Pab € a frequéncia observada de um haplétipo;

Pa € a frequéncia observada do alelo a de um dado locus;

pp € a frequéncia observada do alelo b de um outro locus;

PPy € a frequéncia esperada de um hapl6tipo ab.

O desequilibrio de ligagdo pode assumir valores no intervalo de -
1,0 a +1,0, sendo que os valores negativos indicam a repulsdo entre o0s
alelos em questdo, os valores positivos indicam o acoplamento e, o valor
zero indica a auséncia de desequilibrio de ligag&o.

4.6.5 Inferéncia de Haplotipos

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



56
Material e Métodos ALMEIDA 2012

N

or-{_ 2 bn-2fzn - (S0 x50

Nas quais:

pi é a frequéncia do haplétipo i;

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

Os calculos foram realizados através do método PHASE
(STEPHENS et al., 2001). Para esses céalculos, foram considerados
apenas 0s haplétipos cuja probabilidade foi maior ou igual a 90%, As
amostras que ndo apresentaram esse valor foram excluidas das analises.
As frequéncias haplotipicas foram calculadas da mesma forma que as
alélicas e genotipicas.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Os 200 individuos que compdem a amostra deste estudo, 100
pacientes e 100 individuos-controle, residem no estado de Santa
Catarina. Nos casos em que dois individuos possuiam algum grau de
parentesco, um deles foi excluido desse estudo. Os dois grupos,
pacientes e individuos-controle, foram pareados, para a realizacdo dos
testes estatisticos, de acordo com o género e a idade, conforme a tabela
2.

Tabela 2: Classificacio da amostra, de acordo com género ¢ idade, entre
pacientes com psoriase (casos) e individuos saudavels (controles).

. Dafiu§ . Casos Controles
E pldHIllDlDEltDS
Género (n=100) (n=100)
Feminino 57 57
Masculine 43 43
Idade (n=100) (n=100)
(MEDIA =+ SD) 456128 453+ 1282

n: nimere amostral; MEDLA: média entre as amostras; SDx desvie padrio da meédia.

Os dados epidemioldgicos considerados, neste estudo, como
fatores de risco para o desenvolvimento e a gravidade da psoriase
(presenca de sintomas de artrite psoriasica, idade da manifestacdo dos
primeiros sintomas da psoriase e histérico familial para a doencga) estéo
descritos nas Tabelas 3, 4 e 5.

Tabela 3: Classificacio da amostra de pacientes, em valores absolutos, de
acordo com a ocorréncia de artrite psoridsica.

Ocorréncia de Artrite
Psoriasica
Casos (n=100) 16 24

n: numero amoestal.

Sim Nio
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Tabela 4: Classificagio da amostra de pacientes, em valores absolutos, de
acordo com a idade em que ocorren a manifestacio dos primeiros sintomas
da psoriase.

Idade de Manifestagdo da Até 30 anos Mais de 30 anos
Psoriase
Casos (n=100) 43 57

n: nimero amostral.

Tabela 5: Classificagio da amostra de pacientes, em valores absolutos, de
acordo com a presenca de psoriase no histérnco familial

Historico Familial de
Psoriase
Casos (n=100) 44 36

n: nimero amostml.

Presente Ausente

5.2 ANALISES ESTATISTICAS

Através da andlise das sequéncias de DNA, da regido 3’UTR do
gene HLA-G, foram observados oito sitios polimoérficos da 3'UTR do
gene HLA-G (14pb Del/In, +3003 T/C, +3010 C/G, +3027 CI/A,
+3035C/T, +3142 C/G, +3187 A/G e +3196 C/G) em pacientes e
individuos-controle. A partir das quais foram realizadas as seguintes
andlises estatisticas: equilibrio de Hardy-Weinberg, frequéncias alélicas
e genotipicas (para casos e controles e para presenca ou auséncia dos
fatores de risco na populagdo de casos), desequilibrio de ligagdo,
inferéncia de haplétipos e anélises de associagao.

5.2.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg

As distribuicbes das frequéncias dos sitios polimorfismos da
3’UTR do gene HLA-G em casos e controles estavam de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg, exceto o locus +3187A/G, que
apresentou desvio significativo, tanto na amostra de pacientes
(p=0,0016) quanto em individuos-controle (p=0,0187).

5.2.2 Frequéncias Alélicas, Genotipicas e Anélises de Associagdo

Os resultados obtidos apds os calculos das frequéncias alélicas e
genotipicas de casos e controles estdo descritos na tabela 6. Os valores
obtidos ndo foram significativos, o que demonstra ndo haver relacdo
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direta entre a presenca dos polimorfismos da 3°UTR do HLA-G e a
ocorréncia de psoriase.

Os resultados obtidos apds os calculos das frequéncias alélicas e
genotipicas para a presenca ou auséncia, na populacado de casos, dos
fatores de risco para o desenvolvimento e a gravidade da psoriase
(ocorréncia de artrite psoriasica, idade de manifestacdo da psoriase e
historico familial de psoriase) estdo representados nas tabelas 7, 8 e 9,
respectivamente. Entre os dados de ocorréncia de artrite psoriasica,
foram observadas as seguintes associagdes: com o alelo *Del
(OR=2,929; p=0,019) e com o gendtipo *Del*Del (OR=4,398;
p=0,015), para o polimorfismo de 14pb e com o genétipo +3142*C*C
(OR=6,020; p=0,015). Nos dados descritos na tabela 8, relacionados a
idade de manifestacdo da doenga, foi encontrada associacdo entre o alelo
3003*C*T (OR=0,046; p=0,013). A tabela 9 apresenta as relacbes do
histérico familial de psoriase.
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Tabela 6: Frequéncas alélicas & genotipicas para pacientes ¢ individuos-confrole, calculos de assodacdo (OR) entre a
presenca dos polimorfismos & o desenvolvimento da psoriase, valores de infervalo de confianca (IC 93%) e p.

Polimorfismo Casos Frequéncia Controles Frequéncia OR IC r
14pb (rsl704)
Del 109 0,345 112 0,560 0941 0.622-1423 0,841
In 01 0455 88 0.440 1063  0703-1607 0841
Total de Alelos 200 200
DealDeal 28 0280 31 0310 0866 0.450-1 662 0756
nDel 33 0530 50 0500 1,128 06232041 0777
Inln 19 0.190 19 0.190 0,000 0.000-0 000 1,000
Totalde
Individuos 100 100
+3003 (rs1707)
C 14 0.108 11 0.096 1,381 0.583-3 630 0614
T 116 0.892 103 0904 0.724 02761875 0614
Total de Alelos 130 114
CC 2 0.031 2 0,035 0873 0.084-9 050 1,000
CT 10 0.154 7 0123 1,209 04144 140 0817
TT 33 0815 48 0842 0828 0.290-2 345 0881
Totalde

Individuos 65 37
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Polimor fismo Casos Frequéncia Controles Frequéncia OR Ic P
+3010 (rs1710)

G 72 0,554 35 0482 1,332 0.779-2277 0,325
C 58 0,446 39 0518 0,751 0.439-1.283 0,325
Total de Alelos 130 114
GG 21 0,323 13 228 1,615 0.670-3,924 0,335
GC 30 0.462 24 509 0.828 0381-1,795 0,734
cC 14 0215 15 0263 0,952 0386-2.343 1,000
Total de Individuos 65 57
+302 7 (rs17179101)
- 0.587-
A 6 0,046 4 0,035 2,463 1t|=854 0,288
C 124 0,954 110 0936 0,406 0,092-1,703 0,288
Total de Alelos 130 114
AA 0 0,000 0 0.000 0.878 0.001-912.8 1,000
AC 6 0,092 4 0.070 1.347 0313-6,069 0,910
cC 59 0,208 33 0.930 0,742 0.165-3,194 0,910
T otal de Individuos 65 57
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Polimorfismo Casos Frequéncia Controles Frequéncia OR IC r
+3035 (rs17179108)
C 109 0,838 03 0,860 0,847 0,305-1.810 0,778
T 21 0,162 16 0.140 1,180 0.552-2.531 0,778
Total de Alelos 130 114
CC 44 0.677 43 0.754 0.682 0.285-1,624 0,457
CT 21 0,323 12 0211 1,790 07314 422 0,234
T 0 0,000 2 0,035 0.169 0,000-3,397 0,484
Total de Individuos 65 57
+3142 (rs1063320)
G 62 0,477 a1 0.535 792 0.464-1,353 0,436
C 68 0,523 53 0.46 262 0,739-2.157 0.436
Total de Alelos 130 114
GG 14 0,215 16 0.281 0,703 0.284-1,737 0,532
GC 34 0,523 20 0,509 1.059 0.480-2 206 1,000
CcC 17 0,262 12 0,210 1,328 0,520-3 358 0,654
Total de Individuos 65 57
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Polimorfismo Casos Frequéncia Controles Fregquéncia OR IC P
+3187 (rs9380142)
G 35 0357 30 0312 1222 06442 321 0612
A 63 0643 6o 0,688 0818 0431-1 352 0612
Total de Alelos o8 26
0.026—
GG 1 0020 1 0021 pg79 36.024 1,000
GA i3 0,673 28 0,583 1473 0,594-3 669 0478
AA 15 0306 19 0396 0673 0267-1_690 0476
Totalde
Individuos ® 18
+3196 (rs1610696)
G 34 0386 31 0337 1239 0,644-2 385 0,592
C 4 0614 61 0,663 0,807 0419-1 552 0592
Total de Alelos 88 92
GG 3 0068 3 00635 1,049 0.157-7 009 1,000
GC 28 0636 23 03543 1470 03813737 0496
CcC 13 0296 18 0392 0652 0247-1713 0462
Totalde
Individuos H 16

Fraquéncias e associagdes (GENEPOF & HDS Epimax); n: nimero amostral; OR: odds rarie; IC: intervalo de confianga; pr probabilidade.
Osvalorss significativos estio anotados com *.
Oz cdleulos constam no Apéndics E.
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Tabela 7: Frequéndias alélicas & genotipicas para a populagio de pacientes, cialculos de assodacio (OR) enfre a presenga
dos polimorfismos ¢ a ocorrénada de arfrite psorasica, valores de intervalo de confianga (IC 95%) e p.

Com Artrite Sem Aririte

Polimorfismo Psoriisica Frequéncia Psoriisica Frequéncia OR IC P
L4pb (rs1704)
Del 24 0,750 85 0,506 2,029 1,169-7 557 0.019%
In g 0250 23 0,404 0,341 0.132-0 836 0.019*
Total de Alelos 32 168
DelDel g 0,362 19 0,226 4,308 1,278-15.447 0.015%*
TnDel & 0,375 47 0,560 0,472 0.137-1 587 0,280
Inln 1 0,063 18 0,214 0,244 0.011-1087 0,285
Total de Individuos 16 84
+3003 (rsl707)
C 4 0.167 10 0,004 1,920 04537 647 0,304
T 20 0,833 06 0,906 0,321 01312208 0,504
Total de Alelos 24 106
CC 4 0,333 45 0,840 0,824 0,001-18 342 1,000
CT 0 0,000 2 0,038 3.017 0,720-21 406 0,143
T 8 0,667 6 0,113 0,356 0.070-1,821 0,200

Total de Individuos 12 53
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Polimorfismo C;:;;x;?;;m Frequéncia S::; :;:;::E Frequéncia OR IC P
+3010 (rs1710)

G 17 0,708 3l 0,519 0,444 0.152-1 250 0,145
C 7 0,202 33 0,481 2,252 07946576 0.145
Total de Alelos 24 106
GG 7 0,583 14 0.264 3,900 0.905-17423 0.072
GC 3 3 27 0,510 0,321 0.061-1515 0.191
CC 2 12 0,236 0.683 0,089-4 109 0,048
Total de Individuos 12 53
+3027 (rs17179101)
A 1 0,042 3 0,047 0,878 0,036-8 449 1
C 23 0,058 101 0,053 1,139 0.118-27.508 1
Total de Alelos 24 106
0.004—
AA 0 0,000 0 0,000 4,280 4603.04 1,000
AC 1 0,103 3 0,004 0,873 0.036-0 351 1,000
CcC 11 0,017 48 0,908 1,146 0.107-28.108 1,000
Total de Individuos 12 53
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Polimorfismo C;:;&Z?;;m Frequéncia Ss:; r‘:;g;f Frequéncia OR IC r
+3035 (rs17179108)
C 21 0,875 83 0,830 1.432 0.350-6.756 0,817
T 3 0,125 18 0,170 0,698 0,148-2 857 0,817
Total de Alelos 24 106
CcC 9 0,750 35 0,660 1,543 03218270 0,797
CT 3 0,230 18 0,340 0,648 01213120 0,797
0.004—
T 0 0,000 0 0,000 4,280 4603=U4 1,000
Total de Individuos 12 53
+3142 (rs1063320)
G 7 0,292 55 0,519 0,382 0,131-1 082 0,074
C 17 0,708 51 0,481 2.619 09247 654 0,074
Total de Alelos 24 106
GG 2 0,167 12 0,226 0,567 0,073-3 440 0,764
GC 3 0,250 31 0,585 0,237 00441 120 0,075
CcC 7 0,383 10 0,189 020 1,332-28 554 0.015*
Total de Individuos 12 53
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Polimorfismo C;:;%rs?;;te Frequéncia S;:?} :;g;;e Frequéncia OR IC P
+3187 (rs9380142)
G o 0,375 26 0,351 0,903 03172600 1,000
A 15 0.625 48 0,649 1,108 03833171 1,000
Total de Alelos 24 74
- 0.294—
GG 1 0,083 0 0,000 0,652 6§??=6U 0,423
GA 7 0,584 26 0,703 0,592 01272773 0.680
AA 4 0,333 11 0,207 1,182 0.236-5.735 1,000
Total de Individuos 12 37
+3196 (rs1610696)
G 7 0,292 27 0,422 0,564 01811712 0,881
C 17 0,708 37 0,578 1,251 03894 097 0.881
Total de Alelos 24 64
GG 0 0,000 3 0,004 0,880 0.001-6.651 0,337
GC 7 0,583 21 0.656 0,733 0,154-3 501 0,924
CcC 3 0,417 8 0,250 2,143 0.430-10.823 0,470
Total de Individuos 12 32

Frequéncias e associagdes (GENEPOP e HDS Epimax); n: nimero amostral; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianga; p- probabilidade.
Os valorss significativos sstio anotados com *.
Oz caleulos constam no Apéndice F
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Tabela 8: Frequéncias alélicas & genotipicas para a populacdo de pacientes, calculos de assodacgdo (OR) entre a
presenca dos polimorfismos & a idade de manifestacio dos pnmeiros sinfomas da psoriase, valores de intervalo de
confianga (IC, 93%) & p.

Polimor fismo Até os 30 anos Frequéncia Apds os 30anos Frequéncia OR IC P
14ph (rs1704)
Del 43 0,500 63 0,579 0,754 0413-1375 0400
In 43 0500 40 0.421 1327 0.727-2421 0400
Total de Alelos 86 114
DelDel 12 0279 16 0,281 0992 0375-2616 1,000
InDel 19 0442 i3 0,579 0576 0.248-1388 0,248
Inln 12 0,279 8 0,140 2371 07877216 0,143
Total de Individuos 43 57
+3003 (rs1707)
C 4 0.071 10 0,135 0492 0.122-1846 0,382
T 52 0,929 64 0,865 2031 05428219 0,382
Total de Alelos 56 74
CC 2 0.071 0 0,000 7075 03358448811 0403
CT 0 0,000 10 0,270 0046 0-0.662 0.013*
TT 26 0,929 27 0,730 4815 0853-35407 0,084
Total de Individuos 28 37
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Polimorfismo Até 0s 30 anos Freguéncia Aposos30anos Frequéncia OR IC P
+3010 (rs1710)

G 27 0482 45 0,608 0,600 0280-1.284 0,211
C 29 0,518 29 0302 1,667 0.779-3576 0211
Total de Alelos 56 74
GG 3 0,286 13 0351 0,738 02232414 0770
GC 11 0393 19 0514 0,613 02-1858 0474
CC 9 0321 3 0135 3.032 0.769-1245 0,132
Total de Individuos 28 37
+3027 (rs17179101)
A 2 0,036 4 0024 0.648 00794336 0943
C 54 0,964 70 0,946 1,543 0.231-12664 0,943
Total de Alelos 56 74
Al 0 0,000 0 0,000 1,316 0001-1388.27 1,000
AC 2 0,071 4 0,108 0,635 00744536 0,942
CcC 26 0,029 33 0,802 1,576 022-13553 0,942

Total de Individuos 28 7
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Polimorfismo Até 0s 30 anos Frequéncia Aposos30anos Frequéncia OR IC )
+3035 (rs17179108)
C 30 0.803 30 0.797 2,119 0.700-6.668 0221
T 6 0.107 15 0203 0472 0150-1429 0221
Total de Alelos 56 74
CC 22 0,786 22 0,505 2,500 0725-89002 0,173
CT 6 0214 13 0405 0400 0112-1,378 0,173
TT 0 0,000 0 0,000 1.316 0,001-1388.27 1,000
Total de Individuos 28 37
+3142 (rs1063320)
G 30 0536 32 0432 1514 07113235 0323
C 26 0464 42 0.568 0.660 0300-1.407 0323
Total de Alelos 56 74
GG o 0321 5 0.135 3,032 0760-1245 0,132
GC 12 0429 22 0595 0.511 0.167-150 0282
CC 7 0250 10 0270 0,000 0254-3,157 1,000
Total de Individuos 28 k¥
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Polimorfismo Atéos30anos Freguéncin Apdsos 30 anos Freguéncia OR IC r
+3187 (rs0380142)
Gz 145 0357 0 0,357 1,000 0,000 1,000
A 27 0643 36 0.643 1,000 0.0-0.0 1,000
Total de Alelos 42 56
GG 1 0,048 0 0,000 4,171 0,132-2947.9 0,842
GA 13 0,610 20 0,714 0,650 0,185 2514 0,692
AA 7 0333 8 0.286 1.250 0311-50290 0,943
T otal de Individuos 21 28
+3106 (rs1610696)
G 16 0400 18 0375 1,111 04302874 0984
C 24 0,600 30 0,625 0,900 03482327 0934
Total de Alelos 40 48
GG 2 0,100 1 0,042 2336 01677025 0870
GC 12 0,600 16 0667 0,720 01833038 0887
cC i 0300 7 0,291 Lol 02354597 1.000
T otal d ¢ Individuos 20 24

Fraquénciaz & azsociagies (GEMNEPOF & HDS Epimax); n: numero amostral; OF: oddls ratio; IC: intervale d= confianca; p: probabilidads.
Os valores significativos estio anotades com *.
O= cdlculos constam no Apéndice G.
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Tabela 9: Frequéncias alelicas e genotipicas para a populagio de pacientes, calculos de assodacdo (OR) entre a
presenca dos polimorfismos & o histénico familial de psoriase, valoms de intervalo de confianga (IC 93%) e p.

Polimorfismo Cor;;:ﬂ':ﬁ';?w Frequéncia Smf.ﬁﬁ';?'m Frequéncia OR IC r
14ph (rsl704)
Del 30 0,568 50 0,527 1,182 0,648-2136 0,639
In 38 0432 53 0,473 0846 0.464-13542 0,639
Total de Alelos 88
DelDel 15 0341 13 0,232 1,711 0,6514532 0328
InDel 20 0455 10 0.179 0581 0,242-1380 0235
Inln 9 0,204 33 0,589 1,183 0,380-33580 0943
Total de
Individuos H 36
+3003 (rs1707)
C 4 0,071 10 0,135 0492 0,122-1846 0382
T 32 0,029 64 0,865 2031 0,542-8219 0382
Total de Alelos 56 74
cC 0 0,000 2 0,054 02490 05221 0722
CT 4 0,143 6 0.162 0861 0,178—4.015 1,000
1T 24 0,857 20 0.784 1,655 0,383-7567 0663
Total de 28 37

Individuos
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Polimorfismo cm}]fa::lnl:l::flw Frequéncia Saﬁﬁf;ﬁlm Frequéncia OR IC P
+3018 (rsl710)

G 31 0,554 41 0,554 0998 0468-2,130 1,000
C 25 0446 33 0,446 1,002 0469-2138 1,000
Total de Alelos 56 74
GG 10 0357 11 0,297 1313 04074248 0,808
GC 11 0,393 19 0.514 0613  02-1858 0474
CcC 7 0250 7 0.189 1420 0376-5437 0775
Total de Individuos 28 k)
+3027 (rs17179101)
A 3 0,054 3 0,041 1340 0205-8,748 1,000
C 33 0946 71 0,959 0746 01144871 1,000
Total de Alelos 56 74
AA 0 0,000 0 0,000 1316 0,001-13882 1,000
AC 3 0,107 3 0,081 1360 0,196-9441 1,000
CcC 23 0,893 34 0,919 0735 0,106-5,008 1,000

Total de Individuos 28 37
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Polimorfismo C“;ﬁ?ﬂ?ﬁ‘;?m Frequéncia S?ﬁ:;;?w Frequéncia OR ICc r
+3035 (rs17179108)
C 45 0,804 64 0,865 0,639 0227-1791 0,484
T 11 0,196 10 0,133 1564 035384403 0484
Total de Alelos 56 74
CC 17 0,607 27 0,730 0,572 0,176-1,850 04306
CT 11 0393 10 0,270 1,747 03415697 0,430
T 0 0,000 0 0,000 1,316 0001-1388.2 1,000
Totalde
Individuos 8 3
+3142 (rs1063320)
G 26 0464 36 0,486 0015 0430-1945 0,942
C 30 03536 38 0,514 1,003 035142326 0942
Total de Alelos 56 74
GG 7 0,250 7 0,189 1,429 03765457 0,773
GC 12 0420 22 0,595 0,511 0,167-1330 0,282
CcC 9 0321 g 0216 1,717 04936040 0,502
Totalde 28 37

Individuos
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Polimorfismo Currna]:nlisll;t:l'lm Frequéencia SE?.aHI';:E;Tm Frequéncia OR IC P
+3187 (rs9380142)
G 15 0,341 20 0.630 0879 0352-2193 0928
A 20 0,639 34 0370 1,137 0456-284> 0,928
Total de Alelos 44 54
GG 1 0,045 0 0 000 0613 01512447 0,633
GA 13 0,591 20 0,741 0,506 0,126-1984 0,420
AA S 0,364 7 0239 1.633 0,400-6,600 0,633
Total de Individuos 22 27
+3196 (rs1610696)
*G 12 0,316 22 0440 0,587 0,221-1551 0,335
*C 26 0,684 28 0560 1,702 06454534 07333
Total de Alelos 36 50
GG 1 0,033 2 0080 0,639 0,002-1024 1,000
GC 10 0,526 18 0,720 0432 0,101-1.794 0,315
CC 3 0421 3 0200 2,900 0.640-13,80 0,200
Total de Individuos 19 25
Frequéncias & associagdes (GENEPOP e HDS Epimax). n: nomero amostral, OB odds maio; IC: intervale de confianga; p
probabilidade.

Oz valores significatives estic anotados com *.
Oz calzulos constam ne Apéndice H
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5.3 Desequilibrio de Ligacao

A andlise das probabilidades de segregacdo entre sitios
polimorficos foi realizada pelo teste de desequilibrio de ligacdo (LD).
Os oito sitios polimdrficos, considerados par a par, permitiram 28
comparacgdes. Dentre essas, foi observado desequilibrio de ligacdo
(p<0,05) entre 11 pares, 0s outros 17 pares se comportaram como loci
ndo ligados (p>0,005). As probabilidades estdo descritas na tabela 10.

Tabela 10: Probabilidades (p) do teste exato de desequilibrio de ligagio para os oito
sitios polimorficos detectados na 3°UTR do HLA-G em pacientes e individuos-controle
(p=0,05).

I4pb 3003 +3010 +3027 +3035 +3142 +3187 +3196
I rc C/'G AC T GC AG  GIC
14pb D/T -

+3003 T/C 0.398 -

+3010 C/G  <=0001* 0,094 -

+3027 AIC 0.677 0154 0518 -

+3035C/'T 0.002* 0,714 0,221 =0,001% -

+3142 G/C  <0001* 0.035* <0001* 0526 0227 -

+3187 A/G 0,106 0234 =0.001* 0727 0975 =0,001* -

+3196 G/C <0001 0850 0039* 029 0,165 0,009* 0206 -
Desequilibrio de ligagio (GENEPOP).
Os valores significativos estio anotados com *.

Polimorfismos

5.4 Inferéncia de Haplotipos

Devido a presenca de desequilibrio de ligacdo entre os sitios
polimérficos analisados, a inferéncia de haplétipos foi realizada através
de métodos probabilisticos levando-se em consideracdo seis dos oito
sitios polimorficos da 3’UTR (14pb Del/lns, +3003 T/C, +3010 C/G,
+3027 C/A, +3035 C/T e +3142 C/G). Os outros dois sitios
polimorficos +3187 A/G e +3196 C/G foram excluidos desta anélise,
pois apresentaram, em algumas amostras, problemas na técnica de
sequenciamento. Neste teste, foram avaliados esses polimorfismos para
51 casos e 46 controles conjuntamente. O método PHASE foi utilizado
para a deducdo dos hapl6tipos e estes foram nomeados de acordo com
Castelli et al., 2010. Os haplétipos observados e as suas frequéncias, em
casos e controles, estdo descritos na Tabela 11. N&o foram observadas
associagdes entre 0s hapldtipos encontrados em casos e controles.
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Tabela 11: Haplotipos inferidos para 3"UTR de HL4-G, suas frequéncias para as populagdes de casos e confroles, ciloulos de associagio (OR) entre
haplétipos ¢ o desenvolvimento da psoriase, valores de intervalo de confianga (IC. 95%) e p.

UTR Haplétipos (‘1:1 :’;’2’3 Frequéncia C'(’;‘:;;* Frequéncias OR ic P
UTRle6 DelTGCCC 30 0385 38 0,396 0.954 0519-1,753 0,980
UTR2el5 InsTCCCG 26 0250 27 0,281 0,852 04331674 0,734
UTR3el0 DelTCCCG 11 0.106 12 0.125 0.828 0320-2,138 0.830

UTR4 DelCGCCC 9 0,086 8 0,083 1042 0349-3,127 1,000
UTRS5el6 IsTCCTG 5 0,048 5 0,052 0,010 02223811 1,000

UTR7 InsTCA TG 2 0010 2 0,021 0,022 0,001-0 344 1,000

UTRS InsTGCCG 5 0,048 0 0,000 10,613 0,721-5987,754 0,120
UTR11 DelCCCCG 1 0,010 0 0,000 2,783 0,005-1017,783 1,000
UTR14 DelTGCCG 0 0,000 1 0,010 0305 0.000-8,953 0,955
UTR17 DelTGCTC 3 0,029 0 0,000 6,621 0,304-3912.472 0,355
UTR18 InsCCCCG 1 0,010 1 0,010 0,922 0,025-34,068 1,000
UTR19 nsCCCTC 0 0,000 1 0.010 0303 0.000-8,953 0,955
UTR20 InsTGCCC 1 0,010 0 0,000 2,783 0,095-1917,783 1,000
UTR21 InsTCCTC 0 0,000 1 0,010 0305 0,000-8,053 0,055

Inferéncia de haplitipos e associacdes (PHASE e HDS Epimax).; n: mimero amostral; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianca; p: probabilidade.
Os valores significativos estio anotados com *,
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6 DISCUSSAO

As células residentes na pele, em condigdes normais, nado
expressam HLA-G (UROSEVIC, 2007), porém estudos realizados em
bidpsias de pele de pacientes com psoriase descreveram a presenca da
molécula HLA-G nas lesbes apresentadas por esses individuos
(ARACTINGI et al., 2001; CARDILI et al., 2010). Nessas les6es, 0s
macrofagos que revestem as juncdes dermo-epidérmicas sdo as células
que apresentam maior expressdo de HLA-G. E possivel que a expressio
de HLA-G por essas células seja uma tentativa de neutralizagdo da acédo
de células T autorreativas (UROSEVIC, 2007). No entanto, Borghi et
al., em 2008, observaram niveis baixos de HLA-G no plasma de
pacientes com psoriase, 0 que sugere uma condi¢do propicia para o
desenvolvimento do processo inflamatdrio. E importante ressaltar que,
apesar de os estudos terem demonstrado que os individuos com psoriase
expressam HLA-G, a presenca da molécula nao foi capaz de impedir o
desenvolvimento da doenga.

Na tentativa de relacionar o gene HLA-G com a susceptibilidade a
psoriase, este estudo realizou a analise dos polimorfismos, até o
momento identificados, da 3’'UTR. Uma vez que essa regido possui
elementos de regulagdo da expressdo da molécula (como por exemplo,
influéncia na traducédo e susceptibilidade a degradacdo do mMRNA) e os
diferentes genotipos obtidos podem ser associados a uma maior ou
menor expressdo de HLA-G (ALVES et al., 2012).

Apos a andlise dos alelos e genoétipos observados em casos e
controles, ndo foram verificadas associa¢fes entre os polimorfismos
estudados e a susceptibilidade dos individuos para desenvolver a
psoriase. Por outro lado, quando foram realizadas as analises das
relacdes desses gendtipos com alguns dos dados epidemiolégicos e
clinicos, foram observadas algumas associacdes.

Um dos dados clinicos considerado na anélise de comparacéo foi
a ocorréncia ou ndo de artrite psoriasica na populacdo de casos. A artrite
psoriasica ¢ uma inflamacdo cronica que atinge as articulagbes e que
ocorre em combinagdo com a psoriase. O surgimento dos sintomas
articulares pode acontecer antes, depois ou concomitantemente ao
aparecimento das lesGes na pele. Apesar de ser considerada, por muitos
autores, como um sintoma da psoriase ainda ha duvidas se a artrite
psoriasica e a psoriase sdo, realmente, variantes de uma mesma doenca
ou se sdo patologias distintas (CHANDRAN, 2012; RUIZ et al., 2012).
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Para esse dado, os pacientes que apresentam sintomas de artrite
psoriasica mostraram uma frequéncia mais alta do alelo delecéo (*Del;
OR=2,929; p=0,019). Da mesma forma, o genétipo *Del*Del
apresentou associagdo com a ocorréncia de artrite psoriasica (p=0,015;
OR=4,398). Quando foi realizada a analise de associagdo entre o0s
individuos que apresentam genétipos com o alelo *Del (*Del*Del e
*In*Del) e os individuos homozigotos para o alelo insercdo (*In),
também foi observado um alto valor de OR (OR=4,091), porém, neste
caso, o valor de p ndo foi significativo (p=0,285). Esses dados indicam
gue a associacdo positiva com a artrite psoriasica € maior quando o alelo
*Del encontra-se em homozigose.

O papel desse polimorfismo na magnitude da produgdo da
molécula HLA-G ndo est4, ainda, bem elucidado. A presenca do alelo
que apresenta a insercdo dos 14pb tem sido relacionada & producéo de
uma menor subpopulagdo de transcrito primario. No entanto, apesar de
gerar uma subpopulacdo menor, o transcrito produzido é mais estavel do
que aquele produzido pelo alelo *Del, que ndo acarreta a delecdo dos
92pb (ALVES et al.,, 2012). Essa instabilidade do transcrito estd,
possivelmente, relacionada a baixa expressdo da molécula em
individuos que apresentam a variante *Del.

Dessa forma, os sintomas inflamatorios da artrite psoriasica
demonstram que os niveis de HLA-G, expressos por esses individuos,
ndo sdo capazes de inibir a acdo prd-inflamatoria das células do sistema
imune. Dados da literatura mostram que o alelo *Del e o genotipo
*Del*Del foram também associados a ocorréncia de outra patologia
inflamatdria cronica: a artrite idiopatica juvenil (VEIT et al., 2008). A
sintomatologia dessa doenga, assim como a artrite psoridsica, €
caracterizada pela presenga de uma forte resposta inflamatoria
direcionada as articulacdes e a destruicao tecidual (VEIT et al., 2008)..

Além desses polimorfismos, os pacientes com sintomas de artrite
psoridsica apresentaram uma frequéncia mais alta do genotipo
+3142*C*C (OR=6,020; p=0,015). Esse dado, no entanto, €
contraditério. Pois, diante das associacfes observadas nos outros
polimorfismos, esperava-se encontrar associagdo com um genétipo que
também indicasse uma baixa expressdo da molécula de HLA-G.
Contudo, dados da literatura demonstram associacao do alelo +3142*G
e do gendtipo +3142*G*G a baixos niveis de expressdo de HLA-G,
tanto em pacientes com llpus eritematoso sistémico quanto em
individuos asmaticos. Nesses casos, a associacdo do alelo *G estd
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relacionada a acdo de fatores pos-transcricionais visto que esse
polimorfismo é alvo de miRNAs. Tan et al., relataram, em 2007, que a
associacdo desse alelo com trés microRNAs (miR-148a, miR-g48-b e
miR-153) promove uma reducédo da expressdo de HLA-G in vivo.

No intuito de resolver essa contradicdo, outros estudos de
associacdo entre pacientes de psoriase, com e sem artrite psoriésica,
devem ser realizados. Para isso, devem ser levados em consideragdo este
e outros dados epidemioldgicos e clinicos desses individuos. Além
disso, também seria interessante, realizar estudos que relacionem os
polimorfismos & expressdo do HLA-G, tanto em nivel transcricional
guanto na traducdo da molécula.

Apesar de, assim como a psoriase, outras patologias inflamatérias
apresentarem variagdes quanto & idade de manifestacdo dos primeiros
sintomas, ndo existem estudos na literatura que relacionem esse dado
epidemiolégico com os polimorfismos do gene HLA-G.

Dessa forma, neste estudo, verificou-se também possiveis
associagdes entre os polimorfismos da 3’UTR do gene HLA-G e a idade
em que 0s pacientes manifestaram os primeiros sintomas da psoriase.
Apo6s a realizacdo das andlises foi observada uma associacdo do
gendtipo +3003*C*T (OR=0,046; p=0,013) para ndo desenvolver a
doenca antes dos 30 anos de idade. Os genétipos +3003*T*T e
+3003*C*C apresentaram valores de OR que indicam risco para 0
desenvolvimento da doenca antes dos 30 anos de idade, porém os
valores de p ndo foram significativos.

Um estudo in silico, realizado em 2009, demonstrou que o
polimorfismo +3003 estd localizado em uma regido de ligagdo a
microRNAs. Alguns desses microRNAS, que podem interagir com essa
regido, possuem especificidade para ligar-se com o alelo *T ou com o
alelo *C. Além disso, existem ainda, alguns microRNAs que se ligam a
haplétipos especificos +3003*T ou *C/+3010*G ou *C (CASTELLI et
al., 2009). Sendo assim, é possivel perceber que, além dos
polimorfismos do gene HLA-G, é preciso, também, conhecer melhor as
variacOes de expressdo de microRNAs nas células e tecidos de interesse.
Considerando que a regulacdo da expressdo da molécula HLA-G pode
ser resultado do somatério do tipo de microRNA produzido com o
polimorfismo presente no gene, além, é claro, de outros fatores
regulatérios.
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Os diferentes haplétipos encontrados nas populagdes de casos e
controles, através da analise de seis polimorfismos da 3’UTR (+3003
T/C, +3010 C/G, +3027 A/C, +3035 C/T, +3142 G/C) foram analisados
no intuito de identificar possiveis hapl6tipos de susceptibilidade ou
protecdo a psoriase. Dois dos polimorfismos da regido (+3187 e +3196)
foram excluidos das analises de hapl6tipos devido a problemas na
metodologia de sequenciamento das amostras. A exclusdo desses dois
ultimos SNPs foi realizada para que o ndmero amostral, usado para a
inferéncia dos haplotipos, ndo tivesse uma reducdo considerdvel. Dessa
forma, os haplétipos UTR 1 e UTR 6, UTR 2 e UTR 15, UTR 3 e UTR 10
e UTR 5 e UTR 16 foram considerados pertencentes ao mesmo grupo,
uma vez que o SNP que os diferencia €, justamente, um dos dois SNPs
que foram excluidos. Apds a execucdo do método, foram obtidos 14
diferentes hapl6tipos na populagdo estudada (composta de 100
individuos, 52 casos e 48 controles). Desses 14 haplétipos, cinco ainda
ndo estdo descritos na literatura e foram denominados UTR17, UTR18,
UTR19, UTR20 e UTR21. Novas analises precisam ser realizadas para a
confirmacdo desses cinco novos haplétipos observados.

Os dados de desequilibrio de ligacdo mostram um grande nimero
de pares de loci que se encontram segregando de forma independente o
gue ndo esta em total acordo com os dados da literatura, que mostram
forte LD para essa regido. As explicacBes para isso podem ser uma
questdo de tamanho amostral ou uma caracteristica da populacdo
estudada. Novos estudos na populacdo do estado de Santa Catarina
deverdo ser feitos para esclarecer melhor essa questao.

Os polimorfismos da 3’UTR podem influenciar a expressdo da
molécula HLA-G através de diferentes mecanismos: alterando a
capacidade transcricional do gene, modulando a estabilidade do
transcrito primario do HLA-G, ou sofrendo a acdo de miRNAs, que
diminuem a capacidade de traducdo da molécula de mMRNA (ALVES et
al., 2012; CASTELLI et al., 2009).

Os dados obtidos neste estudo demonstram que esses
polimorfismos estdo relacionados a susceptibilidade a psoriase e aos
fatores aqui considerados, de risco para o desenvolvimento e a
gravidade dessa patologia. Podendo destacar dentre esses ultimos, as
associacdes encontradas, entre aqueles pacientes que apresentam
sintomas de artrite psoriésica e aqueles que ndo apresentam que, como
em outros estudos relacionados as doencgas inflamatérias, apresentam
um polimorfismo relacionado a baixa expressio de HLA-G.
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Caracteristica essa, que pode estar diretamente relacionada a
manutencao do processo inflamatdrio nesses individuos.

Por fim, neste estudo, foram encontradas as seguintes associagdes
entre a patologia, seus fatores de risco e os polimorfismos da 3°UTR do
gene HLA-G: (1) para pacientes que apresentam ou ndo sintomas de
artrite psoriasica, o alelo *Del e o gendtipo *Del*Del do polimorfismo
de 14pb assim como o gendtipo +3142*C*C; (2) e para aqueles que
apresentaram sintomas antes dos 30 anos de idade o gendtipo
+3003*C*T; e (3) para a susceptibilidade de desenvolvimento da
psoriase.
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7 CONSIDERA(;()ES FINAIS

A partir dos dados obtidos entre as possiveis relagfes da psoriase
e os polimorfismos do gene HLA-G, pode-se considerar que:

- Para os pacientes com sintomas de artrite psoridsica foram
observadas associagdes para o polimorfismo 14pb InDel com o alelo
*Del e o gendtipo *Del*Del, indicando que este alelo, principalmente
em homozigose, apresenta associacdo positiva com a artrite psoriasica.

- Os pacientes com sintomas de artrite psoriasica apresentaram
também frequéncia mais alta do genétipo +3142*CC, este resultado é
contraditério as demais associacBes encontradas, uma vez que este
genotipo € associado com alta expressdo da molécula HLA-G.

- Esse é o primeiro estudo que associa a idade de surgimento dos
primeiros sintomas com o polimorfismo do gene HLA-G. O genoétipo
associado com o surgimento destes sintomas apds os 30 anos de idade
foi +3003*C*T.

Considerando os dados obtidos podemos dizer que 0s sintomas
inflamatorios da artrite psoriasica esta associado com alelo e genoétipo
relacionados a baixa expressao da molécula HLA-G. Apesar de dados da
literatura demonstrarem que a molécula HLA-G estéa presente em lesdes
psoriasicas, 0s niveis de HLA-G expressos por esses individuos parecem
ndo ser capazes de inibir a acdo pré-inflamatdria das células do sistema
imune.

Desta forma, outros estudos de associagdo de HLA-G com
psoriase devem ser realizados e, para isso, devem ser levados em
consideracdo esses e outros dados epidemioldgicos e clinicos desses
individuos. Além disso, também seria interessante, realizar estudos que
relacionem os polimorfismos a expressdao do HLA-G, tanto em nivel
transcricional quanto na traducédo da molécula.

Isto porque, a regulagdo da producdo da molécula HLA-G pode
ser resultado do somatdrio do tipo de microRNA produzido, com o
polimorfismo presente na 3’'UTR do gene, além de outros fatores
regulatérios. Assim, também é importante conhecer melhor as variacdes
de expressdo de microRNAs nas células e tecidos de interesse.
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APENDICE A — Questionario pacientes com psoriase

Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética/CCB
Ambulatério de Dermatologia/Psoriase — Hospital Nereu Ramos
Estudo Genético e Epidemiol6gico em Pacientes com Psoriase no

Estado de Santa Catarina

QUESTIONARIO )
PACIENTES COM PSORIASE

DADOS PESSOAIS

Nome: Data:
Idade: anos SEXO: ()F ()M Ocupacéo:
Cidade onde mora: Natural de:

Telefone para Contato:
CordaPele: ( )B( N( )M( )P( )A
DADOS FAMILIARES

Nome do pai:

Cidade onde nasceu: Profisséo:
Ascendéncia: Materna, Paterna
Nome da mae:

Cidade onde nasceu: Profisséo:
Ascendéncia: Materna, Paterna

HISTORICO DA DOENCA
Tempo de doenca diagnosticada:
Fator desencadeante:

Local que surgiram as primeiras lesdes:
Classificacdo da doenca na consulta:
()ausente ()leve () moderada () grave () muito grave
Classificagéo PASI:

Padréo Morfoldgico:

() Vulgar () Gutata () Pustulosa () Eritrodérmica

() Palmoplantar () Invertida
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Tratamento Atual:

HISTORICO DE DOENGAS PESSOAIS E/OU NA FAMILIA
Psoriase ()S ()N Parentesco:
Doencga de Crohn ()S ()N Artrite ()S ()N DM ()S ()N
HAS ()S ()N Dislipidemia ()S ()N Depressao ()S ()N
Hepatite ()S ()N HIV ()S ()N

Dermatite Tépica ()S ()N Dermatite de Contato ()S ()N
Outras ()S ()N Quais?
Observac0es:

HABITOS
Alcool: ()S ()N Frequéncia
Cigarro: ()S ()N Cigarros/dia: Ja fumou? ()S ()N
Drogas llicitas: ()S ()N Jausou? ()S ()N Qual?
Observac0es:

OUTRAS INFORMACOES

TTT Medicamentoso Antes do Diagndstico: ()S ()N
Quais?
TTT Hormonal Antes do Diagnostico: ()S ()N
Qual? ( )AC ( ) Outro
Idade da Menarca: anos Menopausa: ()S ()N Idade: ___anos
N° de Gestagdes: N° de Filhos:
PAINEL LABORATORIAL

Hemograma c/ plaquetas: -

ALT/AST: yGT: Fosfatase Alcalina: Uréia:
Creatinina: Acido Urico: Colesterol Total:
HDL:___ Triglicerideos: Glicose: VHS:

Na, K, Ca, Mg: Proteina C Reativa:
ASLO: HBSAGg: Anti-HBS: Anti-HCV:
Anti-HIV1e 2: FAN: IgE total:

Observacdes:
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APENDICE B - Questionario individuos-controles

&

Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética/CCB
Laboratorio de Polimorfismos Genéticos

QUESTIONARIO
INDIVIDUOS-CONTROLES

Dados Pessoais: Data: [/ [
Nome:

Endereco:

Cidade: Telefone Residencial:

Telefone Trabalho: Celular:

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

Estado Civil: Tipo de sangue:

Profissdo: Aposentado: ()Sim ()Néo

Escolaridade:
() analfabeto () 1°grau incompleto () 1°grau completo

() 2°grau incompleto () 2°grau completo () superior incompleto

() superior completo () p6s graduacéo

Peso: Altura:

Cidade onde nasceu:

Ascendéncia: Materna Paterna

Etnia: ( )Euro descendente ( )Afro descendente ()Asiatico descendente
()Indigena descendente

Cor da pele: () negra () mulata () amarela () branca

Observacdes:

Dados Familiares:
Nome do pai:
Cidade onde nasceu:

Descendéncia do pai: Materna Paterna
Profissdo:

Nome da mae:
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Cidade onde nasceu:

Descendéncia da mae: Materna Paterna
Profissao:

Possui Irmdos: ()Sim ( )N&o Quantos:

Possui filhos: ()Sim ()Nao Quantos:

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

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

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

Quantidade: () menos de 30 min ()30 min()1h ()maisdelh
Frequéncia: () 1x semana () 2-3x semana () 4-6x semana () Todos 0s
dias () Menos de 1x semana

Vocé FUMA? ()Sim ()Ndo  Vocé ja FUMOU? ()Sim ()Nao
Tipo: () Cigarro () Charuto () Cachimbo () Outro
Quantidade e Frequéncia (n° de cigarros por dia):
Tempo que fuma ou fumou:
H& quanto tempo parou:

Histérico Hormonal e Reprodutivo
Idade da MENARCA:
MENOPAUSA: ()Sim ()N&o Idade:
HISTERECTOMIA: ()Sim ()N&o
PARIDADE:

N° de gestagdes Idade da 1? gestacédo
Ne° de filhos () nulipara N:

Abortos ()P ()E N:

Amamentou: ()Sim ( )N&o Tempo total (meses):
TRAT. HORMONAL.:

Utiliza AC? ()Sim ()N&o J4 utilizou AC? ()Sim ()Né&o
Nome e tipo (oral, adesivo, injetavel) do AC:
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Tempo que usa ou usou AC:
Ha quanto tempo parou?
Faz TRH? ()Sim ()N&o Jafez TRH? ()Sim ()N&o
Nome do Horménio:

Tempo que faz ou fez TRH:
Ha& quanto tempo parou?
() Outros horménios Tempo total:
Observacgoes

Historico Médico
Caso de CANCER pessoal? ( )Sim () N&o
Tipo:
Casos de CANCER DE MAMA na familia? ( )Sim () Ndo
Grau de Parentesco: ( ) filha () irma ()Ymde ()avo

() tia materna 1° grau () tia paterna 1°
grau () prima materna 1° grau ( ) prima paterna 1° grau
( ) Outros
Casos de CANCER de outro tipo na familia? ( )Sim () N&o
Grau de Parentesco e tipo:

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

Caso de DOENCA AUTOIMUNE pessoal? ()Sim ()Né&o
Qual?

Tempo de diagnostico:
Casos de DOENCA AUTOIMUNE na familia? ()Sim ()Nao
Grau de Parentesco e tipo:
Vocé tem alguma DOENCA CARDIOVASCULAR? ()Sim ()Nao
Qual? (s)

HIPERTENSAO ARTERIAL: ()Sim ()Ndo  ASMA: ()Sim ()N&o
HIPERCOLESTEROLEMIA: ()Sim ()Ndo DENGUE: ()Sim ()Né&o
OSTEOPOROSE: ()Sim ()Néo TUBERCULOSE: ()Sim ()Né&o
DOENCA REUMATICA: ()Sim ()Ndo  DIABETES: ()Sim ()Nao
HIV: ()Sim ()N&o ()Nunca fez exame

HEPATITE: ()Sim ()N&o ()Nunca fez exame
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DISTURBIO RENAL: ()Sim ()Nao

DISTURBIO PULMONAR: ()Sim ()N&o

DISTURBIO HEPATICO: ()Sim ()N&o

Casos de DOENCA DE ALZHEIMER na familia: ()Sim () Nao
Grau de parentesco:
Casos de DOENCA DE PARKINSON na familia: ()Sim () Néo
Grau de parentesco:
OUTRAS DOENCAS?:
Alérgico a algum medicamento?

Alérgico a algum alimento?

Teve DEPRESSAQ?

Utilizou ou utiliza alguma medicacéo por longo tempo? () Sim () Néo
Nome do medicamento (dosagem e frequéncia) e tempo que utilizou:
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APENDICE C - Termo de consentimento livre esclarecido
L]

Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética/CCB
Ambulatério de Dermatologia/Psoriase — Hospital Nereu Ramos
Estudo Genético e Epidemiol6gico em Pacientes com Psoriase no

Estado de Santa Catarina

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PACIENTES COM PSORIASE

Projeto de Pesquisa: “Estudo genético e epidemiologico em
pacientes com psoriase no estado de Santa Catarina”.

Informagdes: Pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina
estdo desenvolvendo um projeto de pesquisa para avaliagdo de fatores
genéticos, doencas e habitos alimentares e pessoais que podem estar
associados com a psoriase. Para isto pedimos sua permissdo para
coletarmos uma amostra de sangue sua (cerca de 10 ml) e colaboragdo
para responder um questionario que dura aproximadamente quinze
minutos. Com essa amostra, nds iremos extrair uma quantia pequena de
DNA (molécula que contém os genes, que sdo as informagdes de suas
caracteristicas bioldgicas). O DNA sera analisado no laboratério para
tentarmos descobrir se ha relacdo entre alguns de seus genes, propostos
no atual projeto (genes relacionados a células de defesa do organismo) e
esta doenca. A amostra coletada nesta ocasido podera ser utilizada em
possiveis futuros projetos que envolvam testes genéticos, aprovados
pelo sistema CEP/CONEP, desde que receba novamente sua
autorizacao, apds um novo contato. Deixamos claro que sua participacdo
é voluntaria, ndo influenciando no seu atendimento e tratamento. A
equipe agradece antecipadamente sua colaboracdo e se coloca a sua
disposicao para responder qualquer pergunta que vocé queira fazer, e
esclarecer quaisquer dividas que porventura aparecam. Para isso vocé
pode telefonar para o nimero (48) 3721-9804 e conversar com a Prof?
Dra. lliada Rainha de Souza ou com qualquer outro participante do
estudo.

Riscos: A coleta de sangue é um procedimento normal para o
tratamento da sua doenca. O aparecimento de mancha roxa ou dor no
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local da espetada da agulha podem ocorrer sem representar maiores
preocupacdes. As informacGes coletadas e os resultados das analises
genéticas serdo mantidos em sigilo e serdo utilizados somente pela
equipe da pesquisa.

Custos: Como ja dissemos a sua participacdo nessa pesquisa €
voluntéaria, ndo havendo, portanto, nem custos nem pagamento para isso.
Beneficios: Vocé ndo tera nenhum beneficio direto ao participar desta
pesquisa, mas os resultados deste estudo poderdo no futuro proporcionar
novas alternativas para tratamento dessa doenca, bem como para
identificacdo de pessoas que tem risco de desenvolvé-la.

Desisténcia: Caso vocé desista de participar desse estudo, mesmo ja
tendo assinado esse termo, vocé sO precisa entrar em contato com a
equipe realizadora, através do telefone (48) 3721 9804, e informar a sua
desisténcia. Nenhum tipo de penalidade Ihe sera aplicada.



103
ALMEIDA 2012 Apéndice C

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu, , fui esclarecido (a)
sobre a pesquisa “Estudo genético e epidemiologico em pacientes com
psoriase no estado de Santa Catarina”, e concordo que meus dados
sejam utilizados na realizacdo da mesma e autorizo a guarda de meu
material biolégico para o caso de futuras pesquisas, sendo eu contatado
(@) para fornecer nova autorizacdo caso forem realizadas novas
pesquisas ndo mencionadas neste projeto.

Florianépolis,
Assinatura: RG:
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APENDICE D - Termo de consentimento livre esclarecido
individuos-co:troles

Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética/CCB
Laboratorio de Polimorfismos Genéticos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

INDIVIDUOS-CONTROLES

Projetos de Pesquisa: “Cancer de mama: avaliagdo de paridmetros
informativos para diagndstico e prognéstico na populacdo do estado de
Santa Catarina”, “Genética da autoimunidade: polimorfismos em LUpus
Eritematoso Sistémico e Artrite Reumatdide em pacientes de Santa
Catarina” e “Estudo Genético e Epidemioldgico em Pacientes com
Psoriase no Estado de Santa Catarina”.

Informagdes: Pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina
estdo desenvolvendo projetos de pesquisa para avaliacdo de fatores
genéticos, doencas e habitos alimentares e pessoais que podem estar
associados ao aparecimento do cancer de mama e doengas
autoimunes. Para isto pedimos sua colaboracéo e permisséo para fazer
parte do grupo controle e para extrairmos de parte de seu material
biologico, uma quantia pequena de DNA (molécula que contém os
genes, que sdo as informacGes de suas caracteristicas bioldgicas). O
DNA sera analisado no laboratério para tentarmos descobrir se ha
relacdo entre alguns genes, propostos nos atuais projetos (ligados ao
metabolismo de horménios sexuais, de substancias estranhas ao
organismo, relacionados ao reparo de DNA e sistema imune) e o
aparecimento destas doengas. A amostra coletada nesta ocasido podera
ser utilizada em possiveis futuros projetos que envolvam testes
genéticos, aprovados pelo sistema CEP/CONEP, desde que receba
novamente sua autorizagéo, apds um novo contato. Deixamos claro que
sua participacéo é voluntaria. A equipe agradece antecipadamente sua
colaboracdo e se coloca a sua disposicdo para responder qualquer
pergunta que vocé queira fazer, e esclarecer quaisquer davidas que
porventura aparecam. Para isso vocé pode telefonar para o nimero (48)
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3721-9804 e conversar com a Profa. Dra. lliada Rainha de Souza ou
seus orientandos.

Procedimentos: Caso vocé concorde em participar, vocé ird preencher
um questionario para sabermos seus dados pessoais (como nome,
endereco e telefone) e ira assinar um termo de consentimento livre e
esclarecido para que possamos utilizar seus dados pessoais e material
bioldgico 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 duragdo maxima de
20 minutos. Este questionario contera dados como seus habitos
alimentares e pessoais, histérico reprodutivo e histérico clinico,
essenciais para o desenvolvimento das pesquisas.

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

Custos: Vocé ndo precisarad 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 identificagdo de pessoas que tem risco de
desenvolver essas doencas, podendo beneficiar muitas outras pessoas.

Assinaturas
Pesquisador responsavel
Floriandpolis, /[
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu, ., fui
esclarecido (a) sobre as pesquisas “Cancer de mama: avaliacdo de
parametros informativos para diagndéstico e progndstico na populacédo do
estado de Santa Catarina”, “Genética da autoimunidade: polimorfismos
em ldpus eritematoso sistémico e artrite reumatdide em pacientes de
Santa Catarina” e “Estudo Genético e Epidemioldgico em Pacientes com
Psoriase no Estado de Santa Catarina” e concordo que meus dados
sejam utilizados na realiza¢do das mesmas.

Florianépolis,

Assinatura: RG:
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APENDICE E - Célculo de OR para caso (sim) controles (n&o)

14pb SIM NAO 3003 T/C SIM NAO 3010 C/G SIM NAo 3027 A/C SIM NAo
Del 109 112 T 116 103 c 59 A 3 4
In 91 88 c 14 b G 55 c 67 110
OR 0,941 OR 0,724 OR 0,751 OR 2463
I 0,622 1423 Ic 0276 1875 ic 0439 1,283 ic 0587 10,854
P 0,841 P 0614 p 0,325 p 0,288
14pb SIM NAO 3003 T/C SIM NA0 3010 C/G SIM NAo 3027 A/C SIM NAo
In 91 88 c 14 b G 72 55 c 67 110
Del 109 112 T 116 103 c 58 59 A [ 4
OR 1063 OR 1381 OR 1,332 OR 0,406
I 0,703 1,607 Ic 0583 363 ic 0,779 2,277 ic 0,092 1,703
P 0841 P 0614 P 0325 p 0288
14pb SIM NAO 3003 T/C SIM NAO 3010 C/G SIM NAo 3027 A/C SIM NAo
In/ln 19 19 cc 2 2 GG 21 13 [ 59 53
1/Del +In/] 81 81 TT + CT 63 55 CC+ CG 44 44 AA +AC 5 4
OR 0 OR 0573 OR 1,615 OR 0,742
Ic 0 0 Ic 0,084 2,05 ic 067 3924 ic 0165 3194
P 1 P 1 P 0335 p 091
14pb SIM NAO 3003 T/C SIM NAO 3010 C/G SIM NAo 3027 A/C SIM NAo
In/Del 53 50 cr 10 7 G 30 29 AC 3 4
el /Del + In, 47 50 TT + CC 55 50 CC+C6 35 28 Aa+CC 59 53
OR 1128 OR 1,299 OR 0828 OR 1,347
I 0,623 2,041 Ic 0414 414 c 0,381 1,795 ic 05313 6,069
P 0,777 P 0817 p 0,734 p 091
14pb s™M NAO 3003T/c| SM NAO 3010C/G| sIM NAO 30274/C| siM NAO
Del/Del 31 T 53 48 cc 14 15 Aa 05 05
u/Del + In/] 69 CT+CC 12 b GG+ CG 51 42 AcC+cCC | 655 575
OR 0366 OR 0,528 OR 0952 OR 0378
I 045 1,662 Ic 0,29 2345 ic 0,386 2,343 ic 0001 912802
P 0756 P 0881 P 1 p 1
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3035C/T| SIM NAO 3142G/C| sM NAo 31874/G| SIM NAO 3196 G/C| SIM NAO
[ 109 93 [ 68 53 A 53 56 c 54 61
T 21 16 G 62 61 G 35 30 G 34 31
OR 0,847 OR 1262 OR 0818 OR 0,807
Ic 0395 181 Ic 0,739 2,157 Ic 0431 1552 Ic 0419 1552
P 0778 p 0436 P 0612 P 0,592

3035 C/T sIM Nio 3142 G/C SIM Nio 3187 A/G sIM NiO 3196 G/C SIM Nio
T 21 16 G 52 51 G 35 30 G 34 31
[ 109 98 c 68 53 A 83 &6 c 54 51
OR 118 OR 0792 OR 1222 OR 1239
Ic 0552 2531 Ic 0464 1,353 Ic 0644 2321 Ic 0,644 2,385
P 0778 p 0436 P 0512 P 05582

3035 C/T sIM NAO 3142 G/C SIM NAD 3187 A/G SIM NAO 3196 G/C SIM NAO
TT 05 25 GG 14 16 GG 1 1 GG 3 3

€C+CT 655 55.5 CC+CG 51 41 AA +AG 48 47 CC+CG 41 43
OR 0169 OR 0,703 OR 0879 OR 1,049
Ic o 5387 Ic 0,284 1,737 Ic 0026 36,824 Ic 0,157 7,009
P 0484 p 0532 P 1 P 1

3035C/T| SIM NAO 3142G/C| sM NAo 31874/G| SIM NAO 3196 G/C| SIM NAO
cT 21 12 G 34 29 AG 33 28 G 28 25

CC+TT 44 45 CC + GG 31 28 AA + GG 16 20 cC+CG 16 21
OR 179 OR 1,059 OR 1473 OR 147
Ic 0731 4422 Ic 0489 2296 Ic 0594 3.669 Ic 0581 3,737
P 0234 p 1 P 0478 P 0496

3035 C/T SIM NAO 3142 G/C SIM NAO 3187 A/G SIM NAO 3196 G/C SIM NiO
cc 44 43 cC 17 12 AL 15 19 cc 13 18

CT+TT 21 14 CG + GG 48 45 AG + GG 34 29 GG + CG 31 28
OR 0682 OR 1328 OR 0573 OR 0,652
Ic 0285 624 IC 0,529 3,358 ic 0267 169 IC 0247 1713
P 0457 p 0,654 P 0476 P 0462
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APENDICE F — Calculo de OR para pacientes com artrite e sem artrite

14pb Com Artrite | Sem Arrite 3003T/C_| ComArtrite | Sem Artrite 3010C/G_| Com Artrite | Sem Artrite 3027 A/C | Com Artrite | Sem Arrite
Del 2 a5 T 20 56 c 7 st Py 1 s
m [ e | & | c s [ w | e [ w T s | [ e [ = | s
oRr 2529 or 0521 or 0444 or 0575
1c 1169 7557 1c 0151 2208 1c 0152 1259 1 0036 5449
» 0019 » 0504 » 0145 » 1
i [onmme [ sname | [ wwic o somme ] [ owgs [ coname [smame] [ sorar [ comanme | s
m e | & ] c e [ w | [ v | ss e T2 [ o
Del | 2e ] 85 | ] T [ 20 ] I 7 s | [ a | + T
or 0341 or 192 or or 1139
Ic 0132 0856 Ic 0453 2647 Ic 6576 1 0118 27,508
P 0019 P 0504 P P 1
14pb | ComArtrite | SemArtrite | | 3003T/C | ComAririte | SemArtrite | | 3010¢/G | ComAririte | SemAririte | | 3027A/C | Com Artrite | Sem Artrite
bl | 9 | 1o | T T T s | [ e 2 | 12 [ [ o5 [ os
In/In + In/Del_| 7 [ 65 | [ ccacr | 3 [ s | [ cerce | w0 | s | | ccrac | 125 | sis
or 4398 or 0355 or 0683 or 1280
1c 1278 15447 1c 007 1821 1c 0089 4108 1 000 4603042
P 0015 P 029 » 0843 P 1000
14pb Com Artrite | Sem Arrite 3003T/C_| Com Artrite | Sem Artrite 3010C/G_| Com Artrite | Sem Artrite 3027 A/C | Com Artrite | Sem Artrite
In/ln 1 18 c 05 25 o 7 11 cc 11 18
Delpelsmel | 15 | 6 | Trreer | 125 | sis | [eceee | s | s | [amsac | 1 | s
or 0244 or 0524 or 58 or 1146
1 0011 1987 1 0001 18542 I 0505 17423 1 0107 28,108
» 0285 » 1 » 0072 » 1000
i [onmme [ sname | [ wwic o somme ] [ owgs [ coname [smame] [ sorar [ comanme | s
woel | & | 4 | a7 5 | [ e P ) [ac [ 5
DelDelsl/ln | 10 | 57 | Trreec [ & | o | [Teceee | s | 26 | [ aascc | 1 | s
or 0472 or 3917 or 0321 or 0873
Ic 0137 1567 Ic 072 2140 Ic 0061 1515 1 0036 9351
P 028 P 0123 P 0191 P 1,000
14pb | ComArtrite | Sem Artrite |
DelDelvimfDel | 15 | 66 |
Wi | 1 [ 18 |
or 2091
1c 0503 89753

P 0285
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3035 C/T | Com Artrite | Sem Artrite 3142 G/C | Com Artrite | Sem Artrite 3187 A/G | Com Artrite | Sem Artrite 3196 G/C_| Comn Artrite | Sem Artrite
c 21 88 [ 17 51 a 15 48 c 17 57
T 3 18 G 7 55 G 5 26 G 7 27
OR 1432 OR 2619 OR 0503 OR
ic 0,35 6756 ic 0924 7,654 ic 0,318 2,609 ic 0,584 5513
p 0,817 P 0,074 P 1 p 0,384
3035C/T | Com Artrite | Sem Artrite 3142 G/C | Com Artrite | Sem Artrite 3187 A/G | Com Artrite | Sem Artrite 3196 G/C | Comn Artrite | Sem Artrite
T 3 18 G 7 55 G 9 26 G 7 27
c 21 88 c 17 51 A 15 48 c 17 37
oR 0,698 OR 0,382 OR 1108 oR 0564
Ic 0,148 2857 Ic 0131 1,082 ic 0383 3171 ic 0181 1712
P 0,817 P 0074 P 1 p 0,384
3035C/T | Com Artrite | Sem Artrite 3142 G/C | Com Artrite | Sem Artrite 3187 A/G | Corn Artrite | Sem Artrite 3196 G/C | Comn Arfrite | Sem Artrite
cc B 35 cc 7 10 AA 4 11 cc 5 8
TT+CT 3 13 GG+ CG 5 43 GG+ AG g 26 GG+ (G 7 24
oR 1543 OR 602 OR 1182 oR 2,143
Ic 0321 827 Ic 1332 28554 ic 0236 5735 ic 043 10823
p 0,797 P 0,015 P 1 p 047
3035C/T | Com Artrite | Sem Artrite 3142 G/C | Com Artrite | Sem Artrite 3187 A/G | Corn Artrite | Sem Artrite 3196 G/C | Comn Arfrite | Sem Artrite
T 05 05 GG 2 12 GG 15 05 GG 05 35
cC+CT 125 535 CC+CG 10 34 AL+ AG 115 375 CC+CG 125 295
OR 428 OR 0567 OR 9,652 OR 0337
ic 0,004 4603,042 ic 0,073 344 Ic 0,294 £977,608 ic 0,001 6651
p 1 P 0764 p 0423 p 038
3035 C/T | Com Artrite | Sem Artrite 3142 G/C | Com Artrite | Sem Artrite 3187 A/G | Com Artrite | Sem Artrite 3196 G/C_| Comn Artrite | Sem Artrite
T 3 18 CG 3 31 AG 7 26 G 7 21
CC+TT ] 35 CC+GG 9 22 AL+ GG s 11 CC+CG 5 11
OR 0648 OR 0237 OR 0592 OR 0733
ic 0,121 312 ic 0,044 112 Ic 0127 2,773 ic 0,154 3501
P 0,797 P 0075 P 068 p 0924
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APENDICE G - CALCULO DE OR PARA PACIENTES COM IDADE INFERIOR E SUPERIOR

A 30 ANOS

14pb Antes dos 30 | Depois dos 30 3003 T/C | Antes dos 30 | Depois dos 30 3010 C/G | Antes dos 30 | Depois dos 30 3027 A/C| Antesdos 30 | Depois dos 30
Del 43 65 T 52 64 C 29 29 A 2 4
In 43 19 c 4 10 G 27 45 c 54 70
OR 0.754 OR 2,031 OR 1667 OR 0,648
Ic 0413 1375 Ic 0542 8219 ic 0,779 3576 Ic 0,079 4,336
P 04 P 0382 P 0211 P 0943
14pb Antes dos 30 | Depois dos 30 3003 T/C | Antes dos 30 | Depeis dos 30 3010 C/G | Antes dos 30 | Depoisdos 30 3027 A/C| Antesdos 30 | Depoisdos 30
In 43 49 9 4 10 G 27 45 C 54 70
Del 65 T 52 64 c 29 29 A 2 4
OR OR 0492 OR 0.6 OR 1,543
ic 2421 ic 0122 1846 ic .28 1284 ic 0231 12,664
P P 0382 P 0211 P 0943
14pb Antes dos 30 | Depois dos 30 3003 T/C | Antes dos 30 | Depois dos 30 3010 C/G | Antes dos 30 | Depois dos 30 3027 A/C| Antesdos 30 | Depois dos 30
Del/Del 12 16 T 26 27 cc 9 5 AA 05 05
In/In + In/Del 31 41 CC+CT 2 10 GG + CG 19 32 CC+AC 285 375
oR 0992 OR 4815 [ 3,032 oR 1316
IC 0.375 2616 ic 0853 35407 Ic 0.769 1245 IC 0,001 1388273
P 1 P 0,084 p 0432 p 1
14pb Antes dos 30 Depois dos 30 3003 T/C | Antes dos 30 | Depois dos 30 3010C/G | Antes dos 30 | Depois dos 30 3027 A/C| Antes dos 30 Depois dos 30
In/In 12 8 cc 25 0.5 GG 8 13 cc 26 33
Del/Del + In/Del 31 49 TT +CT 26,5 375 CC+CG 20 24 AA+AC 2 4
oR 2371 OR 7,075 [ 0,738 oR 1576
Ic 0,787 7.216 1c 0338 4488,101 1c 0.223 2414 Ic 0,22 13,553
P 0,143 P 0403 P 077 P 0942
14pb Antes dos 30 Depois dos 30 3003 T/C | Antes dos 30 | Depois dos 30 3010 C/G | Antes dos 30 | Depois dos 30 3027 A/C| Antes dos 30 Depois dos 30
In/Del 19 33 cr 05 105 cG 11 19 AC 2 4
Del/Del + In/In 24 24 TT + CC 285 275 CC+(CG 17 18 AA+CC 26 33
OR 0576 OR 0,046 OR 0613 OR 0,635
ic 0239 1388 ic o 0662 ic 02 15858 ic 0,074 4536
P 0248 P 0013 P 0474 P 0942
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3035C/T | Antes dos 30 Depois dos 30 3142 G/C | Antes dos 30 Depois dos 30 3187 A/G | Antes dos 30 | Depois dos 30 3196 G/C | Antes dos 30 Depois dos 30
C a0 59 C 26 42 A 27 36 C 24 30
T 6 15 G 30 32 G 15 20 G 16 18
OR 2119 OR 066 OR 1 OR 09
ic 0,7 6,668 ic 0,309 1,407 ic 0 0 c 0,348 2,327
P 0221 P 0323 P 1 P 0984
3035C/T | Antesdos30 | Depois dos 30 3142 G/C| Antes dos 30 | Depois dos 30 3187 A/G | Antesdos 30 | Depois dos 30 3196 G/C| Antesdos 30 | Depois dos 30
T 6 15 ] 30 32 G 15 20 G 16 18
c 50 59 c 26 42 A 36 C 24 30
OR 0472 OR 1514 OR 1 OR 1111
ic 015 1429 ic 0711 3235 [ 1] 1] Ic 043 2,874
P 0221 P 0323 P 1 P 0,984
3035C/T | Antesdos30 | Depois dos 30 3142 G/C| Antes dos 30 | Depois dos 30 3187 A/G | Antesdos 30 | Depois dos 30 3196 G/C| Antesdos 30 | Depois dos 30
cc 22 22 cc 7 10 AA 7 g cc & 7
TT+CT 6 15 GG+ (G 21 27 GG +AG 14 20 GG+ CG 14 17
OR 2,5 OR 09 OR 125 OR 1.041
Ic 0,725 8.902 Ic 0254 3157 Ic 0311 5,029 Ic 0,235 4,597
P 0173 P 1 P 0965 P 1
3035C/T | Antesdos30 | Depois dos 30 3142 G/C| Antesdos30 | Depois dos 30 3187 A/G | Antesdos 30 | Depois dos 30 3196 G/C| Antesdos 30 | Depois dos 30
TT 0.5 0,5 GG 9 5 GG 15 0.5 GG 2 1
CC+CT 285 37.5 CC+CG 19 32 AA + AG 205 285 CC+CG 18 23
OR 1316 OR 3.032 OR 4,171 OR 2,556
ic 0,001 1388.273 ic 0.769 1245 1c 0132 2967905 IC 0,16 77.025
P 1 P 0132 P 0842 P 087
3035 C/T | Antesdos 30 | Depois dos 30 3142 G/C| Antesdos 30 | Depoisdos 30 3187 A/G | Antes dos 30 | Depois dos 30 3196 G/C| Antes dos 30 | Depois dos 30
cT 6 15 G 12 22 AG 13 20 G 12 18
CC+TT 22 22 CC+ GG 16 15 AA + GG g g CC+CG g 8
OR 04 OR 0511 OR 0.65 OR 0,75
Ic 0112 1378 Ic 0.167 13 1c 0,165 2544 Ic 0.183 3.058
P 0173 P 0,282 P 0,692 P 0,887
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APENDICE H - Célculo de OR para pacientes com e sem histérico familial de psoriase

14pb SIM NAO 3003T/C| SIM NAO 3010C/G|  SIM NAO 3027A/C|  SIM NAO
Del 50 59 T 52 64 [ 25 33 A 3 3
In 38 53 C 4 10 G 31 41 C 53 71
OR 1,182 OR 2,031 OR 1,002 OR 1,34
Ic 0,648 2,156 Ic 0,542 8,215 Ic 0,463 2,138 Ic 0,205 8,748
(4] 0,659 (] 0,382 P 1 (4] 1
14pb SIM NAO 3003T/C| SIM NAO 3010C/G|  SIM NAO 3027A/C|  SIM NAO
In 38 53 C 4 10 G 31 41 c 53 71
Del 50 59 T 52 64 C 25 33 A 3 3
OR 0,846 OR 0,492 OR 0,998 OR 0,746
Ic 0,464 1,542 Ic 0,122 1,846 Ic 0,468 213 Ic 0,114 4,871
(4] 0,659 (] 0,382 P 1 (4] 1
14pb SIM NAO 3003T/C| SIM NAO 3010C/G|  SIM NAO 3027A/C|  SIM NAO
Del/Del 15 13 T 24 29 cc 7 7 AA 0,5 0,5
InfIn + In/Del 29 a3 CC+CT a4 8 GG +CG 21 30 CC+AC 28,5 37,5
OR 1,711 OR 1,655 OR 1,429 OR 1,316
[ 0,651 4,522 Ic 0,383 7,567 Ic 0,376 5,457 Ic 0,001  1388,273
p 0,328 P 0,665 P 0,775 p 1
14pb SIM NAO 3003T/C|  SIM NAO 3010C/G[  SIM NAO 3027A/C|  SIM NAO
In/in o 10 cC 0,5 2.5 GG 10 11 CcC 25 34
Del/Del + In/Del 35 46 TT+CT | 285 35,5 CC+CG 18 26 AA+AC 3 3
OR 1,183 OR 0,249 OR 1,313 OR 0,735
Ic 0,389 3,589 Ic ] 5,221 [ 0,407 4,248 Ic 0,106 5,098
(4] 0,943 (] 0,722 P 0,808 (4] 1
14pb SIM NAO 3003T/C|  SIM NAO 3010C/G|  SIM NAO 3027A/C|  SIM NAO
In/Del 20 33 cT 4 ] CG 11 19 AC 3 3
Del/Del +In/in 24 23 TT+CC 24 31 CC+CG 17 18 AA+CC 25 31
OR 0,581 OR 0,861 OR 0,613 OR 136
Ic 0,242 1,389 Ic 0,178 4,015 [ 0.2 1,858 Ic 0,196 9,441

p 0,255 (] 1 P 0,474 p 1
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3035C/T| SIM NAO 3142 G/C| SIM NAO 3187 A/G| SIM NAO 3196 G/C| SIM NAO
C a5 64 C 30 38 A 29 34 C 26 28
T 1 10 G 26 36 G 15 20 G 12 22
OR 0,639 OR 1,093 OR 1,137 OR 1,702
IC 0,227 1,791 IC 0,514 2,326 Ic 0,456 2,845 Ic 0,645 4,534
p 0,484 p 0,942 p 0,928 p 0,335
3035C/T| SIM NAO 3142 G/C| SIM NAO 3187 A/G| SIM NAO 3196 G/C| SIM NAO
T 11 10 G 26 36 G 15 20 G 12 22
C a5 64 C 30 38 A 29 34 9 26 28
OR 1,564 OR 0,915 OR 0,879 OR 0,587
IC 0,558 4,403 IC 0,43 1,945 Ic 0,352 2,193 Ic 0,221 1,551
p 0,484 p 0,942 p 0,928 p 0,335
3035C/T| SIM NAO 3142 G/C| SIM NAO 3187 A/G| SIM NAO 3196 G/C| SIM NAO
cc 17 27 cc 9 8 AA 8 7 cc 8 5
TT+CT 1 10 GG+(G 19 29 GG +AG 14 20 GG +(G 1 20
OR 0,572 OR 1,717 OR 1,633 OR 2,909
IC 0,176 1,85 IC 0,493 6,04 Ic 0,409 6,609 Ic 0,64 13.802
p 0,436 p 0,502 p 0,633 p 0,209
3035C/T[ sim NAO 3142G/C|  SIM NAO 3187 A/G|  sIM NAO 3196 G/C|  SIM NAO
i 0.5 0,5 GG 7 7 GG 1 0 GG 1 2
CC+CT | 285 37,5 CC+CG 21 30 AA +AG 21 27 CC+CG 18 23
OR 1,316 OR 1,429 OR 0,613 OR 0,639
IC 0,001 ' 1388.273 IC 0,376 5457 Ic 0,151 2,447 Ic 0,0021 10,242
p 1 p 0,775 p 0,633 p 1
3035C/T[ sim NAO 3142G/C|  SIM NAO 3187 A/G|  sIM NAO 3196 G/C|  SIM NAO
T 1 10 G 12 22 AG 13 20 G 10 18
CC+TT 17 27 CC+GG 16 15 AA+ GG 9 7 CC+CG 9 7
OR 1,747 OR 0,511 OR 0,506 OR 0,432
IC 0,541 5,697 IC 0,167 1,55 Ic 0,126 1,984 Ic 0,101 1,794
p 0,436 p 0,282 p 0,42 p 0,315
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APENDICE | — Célculo de OR para pacientes e controles considerando os hapl6tipos
Pacientes| Controles Pacientes | Controles Pacientes| Controles Pacientes| Controles Pacientes | Controles
UTR1e6 40 38 UTR4 9 8 UTR8 55 0,5 UTR17 3.5 0,5 UTR20 15 0,5
Qutros 64 58 Qutros 95 88 Outros 99,5 96,5 Outros 101,5 96,5 Outros 103,5 96,5
OR 0,954 OR 1 OR 11 OR 7 OR 3
IC 0,519 2 IC 0,349 3 IC 0,721 5.988 IC 0,394 3912 IC 0,095 1918
P 0,986 p 1 P 0,12 P 0,355 P 1
Pacientes| Controles P, Controles P, Controles Pacientes| Controles P, Controles
UTR2el5 26 27 UTR5el6 5 5 UTR11 1,5 0,5 UTR18 1 1 UTR21 0,5 15
Outros 78 69 Outros 99 91 Outros 103,5 96,5 Outros 103 95 Outros 1045 95,5
OR 0,852 OR 0919 OR 3 OR 0,922 OR 0,305
Ic 0,433 1.674 ic 0,222 4 IC 0,095 1.918 ic 0,025 34 IC 0 9
p 0,734 p 1 p 1 p il p 0,955
Controles Controles Controles Controles
UTR3e10 11 12 UTR7?7 2 2 UTR14 0,5 15 UTR19 0,5 15
Qutros 93 84 Qutros 102 94 Outros 104,5 95,5 Outros 104,5 95,5
OR 0,828 OR 0,922 OR 0,305 OR 0,305
IC 0,32 2 IC 0,091 9 IC 0 9 IC 0 9
p 0,839 p 1 P 0,955 P 0,955



