Ticiana Della Justina Farias

ANALISE EPIDEMIOLOGICA E DE ASSOCIAGCAO DOS
GENES K/R COM ARTRITE REUMATOIDE

Dissertagdo apresentada como
requisito parcial a obtengéo do grau de
Mestre em Biologia Celular e do
Desenvolvimento ao Programa de Pds-
Graduacdo em Biologia Celular e do
Desenvolvimento da  Universidade
Federal de Santa Catarina.

Orientadora: Prof2 Dr2 Iliada Rainha de
Souza

Coorientadora: Dr* Andrea Rita
Marrero

Floriandpolis
2012



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Farias, Ticiana Della Justina
ANALISE EPIDEMIOLOGICA E DE ASSOCIAGAO DOS GENES KIR COM
ARTRITE REUMATOIDE [dissertagdo] / Ticiana Della Justina
Farias ; orientadora, Iliada Rainha de Souza ; co-
orientadora, Andrea Rita MArrero. - Florianépolis, SC, 2012.
148 p. ; 2lcm

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Biolégicas. Programa de Pés-
Graduacgdo em Biologia Celular e do Desenvolvimento.

Inclui referéncias

1. Biologia Celular e do Desenvolvimento. 2. Artrite
Reumatoide. 3. Imunogenética. 4. Genes KIR. 5. Células
Natural Killer. I. Souza, Iliada Rainha de. II. MArrero,
Andrea Rita. III. Universidade Federal de Santa Catarina.
Programa de Pés-Graduagdo em Biologia Celular e do
Desenvolvimento. IV. Titulo.




“Analise epidemiolégica e de associaciao dos
genes KIR com artrite reumatoide”

por
Ticiana Della Justina Farias

Dissertagdo julgada e aprovada em sua forma final
pelos membros titulares da Banca Examinadora
(Port. 08/PPGBCD/2012) do Programa de Pos-
Graduagdo em  Biologia  Celular e do
Desenvolvimento - UFSC, composta pelos
Professores Doutores:

Banca Examinadora: )

Prof(a). Dr(a). lliada Rainha de Souza (Presidente/Oriéntadora)  —

Rin rowens

rof(a). Dr(a). And\:g_a Rita M?"rero (Coorientadora)

Lo A Beqpl .

(a). José Artur Bogo Chies (GENE@UFRGS)

Mo Gl weg Ber >
Prof(a). Dr(a). Ivinio Alves Pereira (HU/UFSC)

Y

Prof(aj. Dr(a /Y’ara Costa Netto Muniz (PPGBCD/CCB/UFSC)

wﬂ%/

anillo é/rdenal Augusto (NATIONAL HEALTHY INSTITUTE/EUA)
i A

Prof(a). Dr(a).

% [~
Prof(a). DWAngelica Francesca Maris (Suplente/BEG/CCB/UFSC)

due ) D

Profa. Dra. ¥ara Maria Rauh Muller
Coordénadofa do Programa de Pos-Gradidagao em Biologia Celular e do

Desenvolkvifnento

Florian6polis. 25 de outubro de 2012.






AGRADECIMENTOS

Gostaria de primeiramente agradecer ao meu principal suporte: a
minha familia.

Aos meus pais que sdao exemplos de dedicacdo, amor, carater e
guem sempre nos motivaram a superacdo. Ndo hd como mensurar o
tamanho da minha admiracdo por vocés. Grata pelo amor e apoio
incondicional.

Aos meus irmdos, Thais e Thiago, que sdo meus eternos
companheiros, amigos e por estarem sempre presentes, mesmo gue em
pensamento. Amo muito vocés!

Também gostaria de agradecer aos meus cunhados, Wanks e
Fran, por acrescentar alegria a nossa familia.

E, claro, ao meu amado afilhado Benjamin que ilumina nossas
vidas e vem me inspirando desde o seu nascimento.

Ao meu namorado e companheiro Lucas. A sua presenca em
minha vida trouxe-me tranquilidade e muitas alegrias. O seu apoio,
incentivo, amor e compreensdo foram fundamentais para a concluso
deste trabalho.

Em segundo, agradeco as pessoas que estiveram diretamente
relacionadas ao desenvolvimento de minha vida académica, e que
tornaram possivel a realizacdo e finalizacdo desta etapa de minha
formacao.

A minha querida orientadora professora Iliada que me ensinou
muitas coisas além da genética. Eu sou grata por todo carinho,
conselhos, apoio e amizade neste periodo de sete anos de convivio,
proporcionando aprendizados que levarei para a minha vida.

A minha coorientadora Andrea que me acompanhou na
descoberta do “mundo dos KIRS”, sempre me incentivando a sonhar
mais alto. Além de trazer seu alto astral e (muitas) risadas ao
laboratério, principalmente em companhia da Yara, cujo auxilio nas
otimizag0es e leitura dos experimentos foi muito importante.

Aos amigos e colegas do laboratério. Os trabalhos realizados séo
possiveis pela equipe que temos, auxiliando nas coletas, extracdes de
DNA, preparacdo de géis e eletroforeses,... e pelas risadas e conversas,
tornando o lab um ambiente muito agradavel. Agradeco, também, a



todos os lapogeanos que passaram no LAPOGE nestes anos, que
auxiliaram em meu aprendizado e proporcionaram o crescimento de
amizades eternas.

Agradeco especialmente a Luisa, uma das minhas principais
aliadas e amiga, que mesmo morando em Washington acompanhou o
meu mestrado e auxiliou na revisio da dissertagdo. A Elis que esteve
sempre por perto quando precisei, obrigada pela atencdo de me ouvir (e
muito), pelo companheirismo e pela amizade. Eu amo vocés!

A0S meus amigos que convivem comigo desde a faculdade e
aqueles que eu conheci mais nestes Ultimos anos, compartilhando tanto
momentos criticos (geralmente envolvendo o tépico “mestrado”), como
alegrias, conquistas, festas e conversas nos corredores do MIP e ao redor
da UFSC. Cada um contribuiu na concluséo deste mestrado.

Aos médicos da divisdo de reumatologia do Hospital
Universitario (HU), Dr. Ivanio Pereira, Dr® Adriana Zimmermann e Dr?
Sénia Fialho, por apoiarem o projeto de genética e autoimunidade,
colaborando com a coleta de dados de pacientes e nas discussfes de
dados e trabalhos.

Aos pacientes com artrite reumatoide que compartilharam um
pouco de suas experiéncias de vida, incentivando-nos a estudar esta
doenca tdo agressiva. Aos individuos do grupo controle pela sua acdo
voluntaria de contribuir a pesquisa.

A prof? Maria Luiza PetzI-Erler e aos membros do laboratorio de
Genética Molecular Humana, especialmente ao Danillo, por me
receberem prontamente e auxiliarem com os procedimentos de tipagem
e cederem amostras de primers dos KIR. Esta ajuda foi essencial para a
execucdo deste trabalho.

Aos membros da banca, doutores José Artur Bogo Chies, Ivanio
Alves Pereira, Danillo Gardenal Augusto, Yara Costa Netto Muniz e
Angélica Francesca Maris por aceitarem participar da avaliacdo deste
trabalho. As suas contribuicdes foram bem vindas e preciosas para
aprimoramento desta dissertacéo.

Aos 6rgdos de fomento, CAPES e FAPESC, pelo financiamento
de minha bolsa de estudo de mestrado e pelos financiamentos dos



projetos de pesquisa desenvolvidos no LAPOGE, um dos quais resultou
nesta dissertagéo.






“E preciso forca pra sonhar e perceber que a
estrada vai além do que se vé.”
(Los Hermanos)






RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune caracterizada por
inflamac&o crbnica que causa erosdes e deformidades nas articulagdes e
manifestacdes inflamatorias sistémicas como acometimentos pulmonar e
cardiaco. As células natural killer (NK) sdo células efetoras que
participam tanto da resposta imune inata quanto adaptativa através de
producdo de citocinas e acdo citolitica. As NK sdo encontradas com
frequéncia nas articulagfes afetadas pela AR. Dentre os receptores das
células NK, destaca-se o receptor das células killer semelhante a
imunoglobulina (KIR) que possui acdo ativadora e/ou inibidora das NK.
O objetivo deste trabalho foi investigar a presenca/auséncia dos genes
KIR na populagdo de Santa Catarina e a associacdo da presenca dos
genes KIR ativadores com pacientes de AR e com dados clinicos. Neste
estudo foram avaliados 147 pacientes com AR (casos) e 164 individuos
sem histdrico de doenca autoimune (controle) para a presenca/auséncia
de 16 genes KIR, através da técnica de PCR por primer de sequéncia
especifica (PCR-SSP). No entanto, apenas os genes KIR ativadores
(KIR2DS1, KIR2SD2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DS1) foram
investigados para o estudo de associa¢do caso-controle. As frequéncias
génicas foram estimadas e o odds ratio (OR) foi calculado para avaliar
associacdo dos genes KIR ativadores com AR (p<0,05 foi considerado
significativo). As amostras de pacientes e controles tiveram
predominéncia de mulheres (87%) com média de 53(+12) anos e com
ascendéncia europeia (86%). As frequéncias de presenca/auséncia dos
16 genes KIR em pacientes com AR assemelharam-se aos estudos com
AR e outras doencgas autoimunes no Brasil, bem como as frequéncias
destes genes no grupo controle aproximaram-se aos demais estudos
brasileiros para popula¢fes eurodescendentes. N&o foi encontrada
associacdo do polimorfismo de auséncia e presenca dos genes ativadores
com AR. No entanto, a presenca do gene KIR2DS2 foi mais frequente
em pacientes com AR que apresentaram manifestacdo articular (MA)
em relacdo ao grupo controle (OR=2,312; p=0,010). Além do mais, ndo
houve associacdo do tagabismo com a AR, apenas com fator reumatoide
(FR) em pacientes com AR (OR=2,947; p=0,02). Os genes KIR ndo
foram associados ao desenvolvimento de AR neste estudo. Entretanto, o
gene KIR2DS2 foi mais frequente em pacientes com a presenga de MA,
enquanto que o habito tabagista foi relacionado com FR.
Palavras-chave: Artrite reumatoide; genes KIR; células Natural Killer;

NK.






ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease characterized
by chronic inflammation that causes joint erosions and deformities,
and systemic manifestations such as lung and heart commitment. The
natural killer cells (NK) play a role in both adaptive and innate
immune responses through cytokines production which can lead to
cell lysis. NK cells are usually found in RA joints. The killer
immunoglobulin-like receptor (KIR) controls the trigger to activate
and/or inhibit the NK cells. The aim of this study was to investigate
the presence/absence of KIR genes in the population of Santa
Catarina, as well the association of the KIR activating genes to RA
development and clinical data. In this study, the presence/absence of
16 KIR genes polymorphisms of 147 RA patients (case) and 164
individuals without autoimmune disease history (control) were
analyzed through sequence specific primer PCR (SSP-PCR) method.
Among them, the KIR activating genes (KIR2DS1, KIR2SD2,
KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, and KIR3DS1) were investigated for
the association study (case-control). The gene frequencies were
estimated and the odds ratio (OR) of KIR activating genes was
calculated, p<0.05 was considered significant. Both patients and
controls have a prevalence of women (87%), mean age of 53(x12
years), and European ancestry (86%). The frequencies of the 16 KIR
genes in controls were similar to other Brazilian studies with
European ancestry. The KIR frequencies in RA patients were similar
to other studies about RA and autoimmune diseases. No association
of the activating KIR genes with RA was found. However, the
presence of KIR2DS2 gene was higher in RA patients with limited to
joint manifestations than in controls (OR= 2.312; p=0.010).
Furthermore, smoking was not associated with RA, but with the high
levels of rheumatoid factor (RF) in RA patients (OR=2.947; p=0.02).
KIR genes were not associated with RA development in this study.
However, KIR2DS2 gene was more frequent in RA patients with
joint manifestation, whereas the smoking habit was related with RF.

Keywords: Rheumatoid Arthritis; KIR genes; Natural Killer cells
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, de etiologia
complexa e com quadro crbnico inflamatério que acomete as
articulagdes, comprometendo, também, pulmdes e coracdo. Esta doenca
causa elevada mortalidade por complicagbes cardiovasculares e
comorbidade — pelas erosdes e deformidades articulares. A origem da
AR € incerta, embora o tabagismo, alguns genes e aspectos
imunoldgicos tenham sido associados a patologia.

As células natural killer (NK) participam tanto da resposta imune
inata quanto adaptativa, interagindo com outras células através de
citocinas e quimiocinas, além de possuir poder citolitico. A resposta
destas células depende de seus receptores que podem tanto enviar sinais
de ativagdo como inibicdo, destacando os receptores das células killer
semelhantes a imunoglobulina (KIR). Os receptores KIR sdo
codificados por uma familia de 16 genes cujo polimorfismo pode ser
representado por presenca/auséncia génica, diversidade alélica e
formagdo de hapl6tipos. Desta forma, os genes KIR sdo altamente
polimorficos e suas frequéncias variam entre populacBes. Estes genes
estdo envolvidos na suscetibilidade a doencas, especialmente doencas
autoimunes, infecciosas e cancer.

Este trabalho buscou analisar os dados epidemioldgicos das
amostras e dados clinicos dos pacientes. Além disso, observaram-se as
frequéncias de presenca e auséncia dos genes KIR, sendo que somente
os genes KIR ativadores foram analisados no estudo caso-controle. Por
fim, a presenga dos genes KIR ativadores foram avaliados com dados
clinicos de pacientes de AR, tais como fator reumatoide (FR),
manifestacdo articular (MA) e manifestacdo extra-articular (MEA).






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O SISTEMA IMUNE E AUTOIMUNIDADE

O sistema imune € responsavel pela defesa do organismo contra
diversos patégenos, incluindo bactérias, virus e outros parasitas. O
poder destrutivo e a complexidade do sistema imunolégico em humanos
necessitam de um sofisticado mecanismo que regule a atividade das
células imunoldgicas. Mecanismos estes que existem em diversos niveis
gue envolvem muitas vias celulares e bioquimicas (Jager e Kuchroo,
2010; Gergersen e Behrens, 2006).

A falha do reconhecimento correto de antigenos préprios pelo
sistema imune pode levar a ataques diretos e indiretos contra o proprio
organismo, processo conhecido como autoimunidade. A resposta
autoimune é naturalmente controlada pelo sistema imune em busca da
homeostase do organismo, contudo a sua persisténcia resulta em
inflamagdo e dano tecidual, levando ao quadro patogénico autoimune
(Amur, Parekh, Mummaneni, 2012; Lettre e Rioux, 2008; Ni Choileain
e Redmond, 2006).

A imunidade adaptativa é a principal responsavel no
desenvolvimento e manutencdo de doengas autoimunes, sendo que as
principais células envolvidas sdo os linfocitos B e T. Além disso,
imunidade adaptativa é caracterizada pela producéo de anticorpos e pelo
reconhecimento celular por receptores especificos, como receptores das
células B e T (BCR e TCR, do inglés B-cell receptor e T-cell receptor)
(revisado em Doria et al., 2012).

A expansdo e maturacdo das células B autorreativas pode levar a
producdo de um elevado nimero de autoanticorpos que contribuem na
inflamagdo e dano tecidual na resposta autoimune (Jager e Kuchroo,
2010). O excesso de autoanticorpos pode estar presente por meses ou
anos no organismo antes do inicio dos sintomas e diagnéstico. Embora
0s autoanticorpos nem sempre participem da patogénese, eles sao
importantes marcadores na suscetibilidade a doenca, a manifestacdes
clinicas especificas e progressdo (Revisado por Tobdn et al., 2012;
Schleinitz et al., 2010; Ni Choileain e Redmond, 2006).

Em doengas autoimunes, o alvo é um tipo celular, érgdo ou tecido
do organismo que é reconhecido por uma populagdo de células T
autorreativas que foram ativadas por células dendriticas (CD) ou outras
células que também apresentam autoantigenos. Para evitar tal fato, o
sistema  imune possui  diversos e complexos mecanismos
imunorreguladores que envolvem as células T reguladoras (Treg)
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(Benson et al., 2010; Schleinitz et al., 2010; Ni Choileain e Redmond,
2006).

Apesar da falta de regulagdo das Treg, a patogénese autoimune
também envolve as células T auxiliares (Th, do inglés T helper cell) que
produzem citocinas pro-inflamatérias, auxiliam a células B autorreativas
e contribuem na ativagdo, expansdo e diferenciacdo de subgrupos de
células T (revisado por Jager e Kuchroo, 2010). As células Th possuem
diferentes propriedades que dependem de estimulos de citocinas,
diferenciando, portanto, subgrupos de células efetoras Thl e Th2, bem
como as células Thl7 e Th9 (Selmi, 2011; Jager e Kuchroo, 2010;
Hemdan et al., 2010).

A resposta imune adaptativa e o processo inflamatorio sdo
ativados por células do sistema imune inato que representa a primeira
defesa imune do organismo. As células efetoras do sistema imune inato
como natural killer (NK), macréfagos, CD e outras células
apresentadoras de antigeno (APC, do inglés Antigen-presenting cell)
reconhecem moléculas nocivas por receptores de reconhecimento de
padrdes (Revisado em Doria et al., 2012).

Apo0s a sua ativacdo, as células efetoras do sistema imune inato
enviam sinais intracelulares que induzem a producédo de citocinas como
interferon-alfa (INF-a), fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina
(IL)-1. Estas citocinas influenciam também na imunologia adaptativa,
pois INF-a, além de estimular a maturacdo de CD, estimula a
apresentacdo de autoantigenos, recrutamento de células T e B e
producdo de autoanticorpos (revisado em Doria et al., 2012).

O desenvolvimento da doenca autoimune envolve processos em
diversas etapas, sendo influenciados por fatores genéticos, ambientais e
eventos estocasticos e € sob estes fatores que o sistema imunoldgico age
(Amur, Parekh, Mummaneni, 2012; Pollard, 2012; Tobon et al., 2012).

Os fatores genéticos estdo relacionados com o desenvolvimento
de doengas autoimunes, uma vez que 0s niveis de concordancia destas
doencas sdo maiores em gémeos monozigéticos que em dizigéticos. Por
exemplo, em lGpus eritematoso sistémico o nivel de concordancia dessa
patologia esta entre 24 e 57% em gémeos monozigoticos, enquanto que
a concordancia em gémeos dizigoticos esté entre apenas 2 e 5% (Amur,
Parekh, Mummaneni, 2012). A partir disso diversos genes que foram
associados as doengas autoimunes, sobretudo o0s genes que estdo
envolvidos em fungdes imunoldgicas, como o complexo principal de
histocompatibilidade (MHC — do inglés Major Histocompatibility
Complex) que estd envolvido na apresentacdo de antigeno. Todavia, 0
mecanismo preciso da influéncia dos genes no desenvolvimento de
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doencas autoimunes ainda € incerto (Amur, Parekh, Mummaneni, 2012;
Tobon et al., 2012; Selmi, 2011; Lettre e Rioux, 2008; Pearce e
Merriman, 2006).

Quanto as questdes epidemiologicas, a taxa de prevaléncia das
doencas é diferente entre areas geograficas e etnias. Um exemplo €
lipus eritematoso sistémico, pois possui maior prevaléncia em
individuos hispanico, asiatico e afro-descendentes do que individuos de
outras etnias nos E.U.A. (Pons-Estel et al., 2010). Os dados
epidemiolégicos também incluem infeccdes, exposicdo a agentes
guimicos e fisicos e tratamento medicamentoso (Amur, Parekh,
Mummaneni, 2012; Pollard, 2012; Selmi, 2011).

Entre as doencas autoimunes, é comum o acometimento maltiplo
de 6rgdos, sendo que o dano no primeiro 6rgdo-alvo usualmente leva as
manifestacdes clinicas que caracterizam a doenga (Amur, Parekh,
Mummaneni, 2012; Doria et al., 2012; Schleinitz et al., 2010; Lettre e
Rioux, 2008). Portanto, as doencas autoimunes podem ser dividas em
duas categorias:; tecido-especificas, como a diabetes tipo | (DT1) e
esclerose mudltipla; e, doenca sistémica, como IUpus eritematoso
sisttmico (LES) e artrite reumatoide (AR) (Schleinitz et al., 2010;
Gregersen e Behrens, 2006).

2.2 ARTRITE REUMATOIDE

A artrite reumatoide (AR) é uma doenga inflamatoria crbnica e de
etiologia multifatorial desconhecida. A AR acomete principalmente
articulacdes embora a inflamacao apresente carater sistémico, atingindo
outras regides do organismo, causando morbidade e elevada mortalidade
(Mota et al., 2012; Klareskog, Catrina, Paget, 2009; Firestein, 2003).

A idade média dos pacientes acometidos por AR esta entre 30-50
anos de idade, sendo mais frequente em mulheres, na proporcéo de 2 a 3
mulheres para cada homem acometido pela doenca. A prevaléncia do
género feminino e o fato de mulheres apresentarem pior prognoéstico de
AR podem indicar que o fator hormonal seria importante no
desenvolvimento da patogénese da doenca (Tobdn, Youinou, Saraux,
2010; Carmona et al., 2010; Alamanos, Voulgari, Drosos, 2006;
Alamanos e Drosos, 2005; Symmons, 2002).

A etiologia da AR envolve uma complexa combinagdo de genes,
aspectos ambientais (como o tabagismo) e pessoais (epidemioldgicos).
No entanto, a relagdo entre os fatores de risco e a sua real contribuicdo
na patogénese da AR, ainda é incerta (Klareskog, Catrina, Paget, 2009;
Alamanos e Drosos, 2005). A inclusdo de fatores epidemioldgicos pode
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auxiliar no entendimento da patogénese em diferentes populagdes,
indicando possiveis elementos envolvidos no curso da doenga e
fornecendo informagdes pertinentes para agbes de prevencdo,
procedimentos clinicos e futuras pesquisas (Ferraz, 1995; Kelsey et al.,
1986).

Entre os fatores ambientais, tabagismo é o mais fortemente
associado a AR, conferindo risco na ocorréncia, persisténcia e
severidade da AR. O efeito do tabagismo no desenvolvimento da AR
estd relacionado aos componentes quimicos do cigarro. Este efeito
também pode ser provocado por outros componentes quimicos tais
como pé de silica, dleos minerais, ou exposicdo a outras particulas
suspensas no ar (revisado em Mclnnes e Schett, 2011; Klareskog et al.,
2011; Tobdn, Youinou, Saraux, 2010; Klareskog, Catrina, Paget, 2009).
A elevada suscetibilidade do tabagismo no desenvolvimento da AR
permanece por anos, mesmo apos a interrupgdo desse habito (Vittecoq et
al., 2008; Costenbader et al., 2006; Stolt et al., 2003).

A diferenca na ocorréncia e expressdo clinica da AR entre
diferentes populacBes tem sido reportada, pois alguns grupos étnicos
possuem maior risco de desenvolver AR que outros, devido a distintas
interacdes entre fatores genéticos e ambientais (revisado em Tobdn,
Youinou, Saraux, 2010; Alamanos e Drosos, 2005). Por exemplo, a
prevaléncia do epitopo compartilhado (SE — do inglés shared epitope),
uma regido do gene HLA-DR comum nos acometidos pela AR, é
variavel em distintos grupos étnicos e sua presenca confere o
desenvolvimento de uma doenca mais erosiva (Alamanos e Drosos,
2005).

A incidéncia da AR no Brasil é estimada em 0,50% enquanto que
em outros paises em desenvolvimento ela é de 0,35 casos a cada 100
pessoas, considerada inferior que nos paises da América do norte e norte
europeu (0,5-1%). Provavelmente, esta diferenca entre as populactes
deve-se a metodologia empregada nos estudos epidemioldgicos, bem
como aos critérios de diagndstico da patologia e acesso ao diagnostico
médico preciso (Tobdén, Youinou, Saraux, 2010, Alamanos, Voulgari,
Drosos, 2006, Alamanos e Drosos, 2005, Senna, 2004).

Em um estudo comparativo entre pacientes com AR do Brasil e
da Espanha realizado por Ide et al. (2011), detectou diferengas entre os
paises tanto em relacdo aos aspectos clinicos — pacientes brasileiros
sentem mais dor e apresentam maior comprometimento da capacidade
funcional — quanto epidemiol6gico (pacientes no Brasil sdo mais
jovens). Além do mais, a qualidade do atendimento e o tratamento da
doenca na Espanha sdo mais eficientes, influenciando os resultados
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relacionados a aspectos epidemiolégicos e clinicos entre as populacdes
(Ide et al., 2011).

Além de a incidéncia e manifestacGes clinicas da AR mostrem-se
variaveis em distintas regides geograficas, na América Latina
(especialmente no Brasil) estas informagdes sdo escassas (Coenen e
Gregersen, 2009; Harney e Wordsworth, 2002). Desta forma, elucidar a
patogénese da AR em uma populacdo heterogénea como a brasileira
pode ajudar a descobrir marcadores especificos que facilitem o
diagndstico e a escolha do tratamento de cada paciente.

2.3 ASPECTOS CLINICOS DA ARTRITE REUMATOIDE

A artrite reumatoide é caracterizada pelo acometimento das
pequenas e grandes articulagdes bilateralmente, com maior frequéncia
de envolvimento das méos e pés. Além da destruicdo articular, o quadro
inflamatdrio extra-articular pode levar a manifestagbes em outras
regides do organismo como o desenvolvimento de nddulos reumatoides,
sindrome de Sjogren, envolvimento pulmonar. Uma vez que o
envolvimento cardiaco é a comorbidade responsavel pela elevada
mortalidade dos pacientes com AR (Mota et al., 2012; Gabriel e
Crowson, 2012; Louzada-Junior et al., 2007).

Considerando que a AR possui uma etiologia complexa, em
individuos geneticamente suscetiveis alguns fatores ambientais
especificos podem potencialmente ativar reagGes imunologicas
patogénicas, como a produgdo de autoanticorpos e resposta autorreativa
(Souza et al., 2010; Klareskog, Catrina, Paget, 2009; Alamanos e
Drosos, 2005; Firestein, 2003). O inicio da AR pode ser indicado pela
producdo elevada de anticorpos anti-proteina citrulinada (ACPA — do
inglés anti-citrullinated protein antibodies) e fator reumatoide (FR), os
quais estdo relacionados a perda da auto-tolerancia. Recentemente, dois
subgrupos clinicos de AR foram propostos de acordo com a presenca ou
auséncia de ACPA (Klareskog, Catrina, Paget, 2009; Mclnnes e Schett,
2007).

O FR é um marcador classico na AR e consiste em anticorpos das
classes IgM e IgA como marcadores patogénicos diretos contra a por¢do
Fc de IgG. ACPA sdo anticorpos que reconhecem as proteinas
citrulinadas, cujo processo de citrulinagdo é um evento fisiologico que
ocorre em distintas condig@es, incluindo a inflamacéo. Diferente do FR,
0s ACPA parecem ser mais especificos para o diagnéstico de AR (Bax
et al., 2011). A maioria dos pacientes ACPA positivos também ¢é
positiva para 0 FR, e estes diferem dos pacientes soronegativos para
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ambos o0s anticorpos quanto a atividade da doenca, severidade e resposta
a diversos medicamentos (Ruyssen-Witrand et al., 2012; Farragher et
al., 2010; van der Helm-van Mil et al., 2005).

O ACPA também é um importante marcador de progndstico de
doenca mais agressiva, envolvendo destruicdo articular progressiva,
desenvolvimento de mais manifestagdes extra-articulares (Ruyssen-
Witrand et al., 2012; Scott, Wolfe, Huizinga, 2010; van der Linden, et
al., 2009; Klareskog, Catrina, Paget, 2009; Silva et al., 2006b). ACPA
positivo pode predizer um futuro desenvolvimento de AR em individuos
assintomaticos e em pacientes com artrite indiferenciada (van Venrooij,
Zendman, Pruijn, 2006) e, ainda, ser utilizado em casos de dificil
diagndstico concomitantemente com o FR (Silva et al., 2006b).

Além de autoanticorpos, em pacientes com AR, outros
marcadores de condigBes inflamatorias estdo presentes na fase aguda,
como em elevado nivel proteina C-reativa (CRP), alta velocidade de
hemossedimentacdo (VHS), entre outros. Assim, estes marcadores
normalmente auxiliam no monitoramento da atividade da doenca e
resposta ao tratamento o qual o paciente é submetido (Farng e Friedrich,
2011; Mota et al., 2010; Deighton et al., 2009). Além disso, estes
marcadores inflamatérios possuem correlacdo direta com a presenga dos
anticorpos ACPA e FR (Silva 2006a). Esta condicdo crbnica
inflamato6ria aumenta os niveis e expressdao de CRP, TNF-a e citocinas
pré-inflamatorias, como interleucinas IL-1, IL-6 e IL-18 que séo fatores
de risco relevantes para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares
(DCV) comuns em pacientes com AR (Gabriel e Crowson, 2012;
Bartoloni et al., 2011).

A principal causa de mortalidade em pacientes com AR € o
acometimento cardiovascular. Uma vez que o risco de DCV em
pacientes com AR é 50% maior quando comparado com a populacdo
geral, acredita-se que outros fatores de risco a DVC estdo presentes na
patogénese da AR (Gabriel e Crowson, 2012; Avifia-Zubieta et al.,
2008). Por conseguinte, o desenvolvimento acelerado do dano
cardiovascular é consequéncia de fatores de risco tradicionais em
combinacdo com a inflamagdo e mecanismos relacionados a AR e
autoimunidade (Boyer et al., 2011; Bartoloni et al., 2011). A inflamag&o
possui um papel importante na lesdo aterosclerética e os pacientes com
AR possuem uma predisposi¢do elevada de desenvolver aterosclerose
(Gonzalez-Juanatey et al., 2003). Em doencas mediadas pela resposta
imunol6gica, como a AR, o dano vascular acelerado e precoce da
aterosclerose pode ser explicado parcialmente pela resposta autoimune



31

humoral e celular aos antigenos expressos no endotélio (Gabriel e
Crowson, 2012; Pereira e Borba, 2008).

A condi¢do inflamatéria da AR pode ser iniciada ou multiplicada
quando o individuo possui 0 habito tabagista que esta associado com o
desenvolvimento de vasculite reumatoide e manifestacdo extra-articular,
especialmente nddulos e acometimento pulmonar (Carmona et al., 2010;
Alamandos e Drosos, 2005).

A influéncia do tagabismo na AR pode estar relacionada com da
presenca do FR ou ACPA, uma vez que em pacientes do subgrupo
anticorpo-negativo, encontra-se um efeito minimo do tabagismo na AR
(revisado em Klareskog, Catrina e Paget, 2009). Alias, o tabagismo
aumenta a predispoiscdo a AR em populagbes que possuem alelos do
gene HLA-DRB1, estes amplamente associados a AR (revisado em
Mclnnes e Schett, 2011; Klareskog et al., 2011; Tobo6n, Youinou,
Saraux, 2010; Klareskog, Catrina e Paget, 2009).

2.4  ASPECTOS GENETICOS DA ARTRITE REUMATOIDE

A AR é uma doen¢a multifatorial classica com mecanismo de
heranca complexo, sendo que diversos estudos buscam elucidar o
envolvimento de fatores hereditarios no desenvolvimento da patologia.
Em estudos realizados em familias com individuos acometidos pela AR,
observou-se fenotipos heterogéneos dentro da mesma familia, indicando
gue multiplos fatores genéticos e ambientais deveriam estar envolvidos
na patogénese da AR. Enquanto que estudos realizados entre irméos e
gémeos monozigoticos e dizigéticos indicaram que os fatores genéticos
contribuem entre 50% e 60% no desenvolvimente da patologia
(Worthington, 2005; MacGregor et al., 2000). Além disso, percebeu-se
gue a presenca do FR era quatro vezes mais frequente em familias
portadoras da patologia que em familias sem a manifestacdo da doenca.
Em estudos com gémeos, o indice de concordancia para soropositivos
do FR em AR foi de 30% em gémeos monozig6ticos e apenas 5% em
gémeos dizigéticos (Raychaudhuri, 2010; Worthington, 2005;
Symmons, 2002).

A partir destes estudos familiais e com gémeos, foram iniciadas
pesquisas por marcadores genéticos em diversas regifes do genoma,
resultando no descobrimento da associacdo do FR com a regido do
MHC, no cromossomo 6 (Worthington, 2005).

Os alelos dos genes da regido do MHC estdo amplamente
associados com a autoimunidade e, nesta regido, destaca-se o loco HLA-
DR como principal marcador de predisposi¢édo genética da AR. Os genes
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dos antigenos leucocitarios humanos (HLA - do inglés Human
Leukocyte Antigens) codificam moléculas essenciais para o
funcionamento do sistema imunolégico e participam da apresentacdo do
antigeno as células T (Gergersen e Behrens, 2006; Pearce e Merriman,
2006; Firestein, 2003; Feldman et al., 1996).

A forte associacdo genética entre HLA e AR localiza-se, no
peptideo, na terceira regido hipervaridvel da cadeia DRI, nas posi¢cdes
70-74. A presenca da sequéncia de aminoacidos QKRAA, QRRAA ou
RRRAA nesta regido é comum nos pacientes com AR, conhecida como
"epitopo compartilhado” (SE) (Bax et al., 2011; Gregersen; Silver;
Winchester, 1987).

O efeito da presenca do SE na AR é incerto, porém acredita-se
que o polimorfismo da molécula HLA-DR altere sua habilidade de ligar-
se e apresentar peptideos especificos, apresentando peptideos-préprios
artritogénicos (induzem artrite), mimetismo molecular de antigenos de
patégenos, ou selecdo do repertério de células T. Assim, a presenca do
SE pode influenciar no quadro erosivo e nas manifestacbes extra-
articulares da AR. Os alelos HLA associados & suscetibilidade da AR
sdo HLA-DR4, HLA-DR14 e HLA-DR1 (Ruyssen-Witrand et al., 2012;
Mitsunaga et al., 2012; Mclnnes e Schett, 2011; Firestein, 2003;
Feldman et al., 1996).

Diversos estudos de associacdo genética de AR mostram que h4,
também, genes ndo-HLA, como PTPN22, STAT4, PADI, CD40 e no loco
TRAF1-C5 que participam de alguma forma na patogénese da AR (Bax
et al., 2011; Coenen e Gregersen, 2009; Barton e Worthington 2009;
Klareskog, Catrina e Paget 2009). O PTPN22 destaca-se por estar
amplamente associado ao desenvolvimento da AR e a outras doencas
autoimunes (Stahl et al., 2010; Gergensen, 2010; WTCCC, 2007).
Acredita-se que as associacdo dos genes HLA-DRB1 e PTPN22 elucida
cerca de 50% da agregacdo familial da AR (Vries, 2011; WTCCC,
2007).

A busca de outros marcadores genéticos associados a patogénese
de doencas complexas, dentre elas a AR, tem recebida a contribuicdo de
metodologias inovadoras de estudos de associagdo caso-controle,
destacando o estudo de associagdo por varredura do genoma (GWAS —
do inglés Genome Wide Association Studies) e meta-analises. Na AR,
foram confirmados a associacdo de sucetibilidade de locos previamente
conhecidos, tais como alelos do gene HLA, genes PTPN22, CTLA-4,
TNFAIP3 e CD40. Qutros locos que foram associados com AR ja
haviam sido validados como alelos de risco em outras doencgas
autoimunes, relatando, entdo, a sobreposicdo genética em doencas
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autoimunes como doenca de Crohn (DC) e diabetes do tipo | (DT1)
(Stahl et al., 2010; Lettre e Rioux, 2008; WTCCC, 2007).

2.5 IMUNOPATOGENESE DA ARTRITE REUMATOIDE

AR é uma doenca autoimune caracterizada pela inflamacéo
sinovial e hiperplasia, producdo de autoanticorpos (FR e ACPA),
destruicdo da cartilagem e o0ssos (causando deformidade) e
complicagdes sistémicas, tais como acometimento cardiovascular,
pulmonar e do sistema nervoso central. Embora a patogénese precisa da
AR seja indefinida, o mecanismo central da inflamacdo articular e a
progressdao da doenca é formado pelas células T, B, macrofagos,
neutréfilos e fibroblastos sinoviais. Alias, acredita-se que tanto a
resposta imunoldgica celular quanto a resposta imunolégica humoral
podem contribuir para o desenvolvimento de sinovite (Mclnnes e Schett,
2011; Andersson, Li e Brennan, 2008; Smolen e Steiner, 2003;
Firestein, 2003).

O mecanismo de resposta inflamatéria que ocorre nas
articulacbes é mal compreendido, no entanto é provavel que envolva
vias de microvascularizacdo, neurolégicas, bioquimicas ou outros
eventos tecido-especificos. A sinovite é iniciada e perpetuada por
retroalimentacdo positiva (feedback positivo) de citocinas produzidas e
interacBes celulares que, consequentemente, promovem desordens
sistémicas que completam a sindrome da AR (revisado em Mclnnes e
Schett, 2011; Klareskog, Catrina e Paget, 2009).

O aclmulo de leucécitos no compartimento sinovial é a
principal caracteristica da sinovite, que se deve inicialmente, sobretudo,
a infiltracdo e & proliferacéo das células no local. A migragdo celular é
possivel pelo aumento da expressdo de moléculas de adesdo (integrinas,
selectinas) e quimiocinas no endotélio de microvasos sinoviais, 0 que é
causado pelas condigcBes de hipdxia e citocinas presentes no local
(Mclnnes e Schett, 2011, Firestein, 2003, Feldman et al., 1996).

Devido a estudos genéticos e a producdo de autoanticorpos na
AR, acredita-se que a imunidade adaptativa esteja relacionada com o
inicio da patogénese. As células T s@o abundantes no liquido sinovial na
AR e a consolidada associagdo dos alelos HLA-DR com AR destaca sua
importancia no mecanismo de sinovite (Firestein, 2003). Além da
infiltracdo de células T nas articulagdes na AR, é abundante a presenca
de células mieloides e dendriticas que expressam citocinas IL-2, I1L-18,
IL-23, de moléculas de HLA de classe Il e de outras moléculas
coestimulatorias que sdo necessarias na ativagdo das células T e
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apresentacdo de antigeno (revisado em Meclnnes e Schett, 2011;
Andersson, Li, Brennan, 2008; Firestein, 2003).

A AR é uma doenca mediada pelas células Th do tipo 1,
envolvidas em respostas pré-inflamatérias e de citotoxicidade. No
entanto, atualmente, estudos com o tipo Th17 tem demonstrado o seu
papel na patogénese da AR, produzindo IL-17, I1L-21, IL-23 e TNF-a
(Eggleton et al., 2011; Chen et al., 2011). A IL-17 é uma citocina pré-
inflamatdria com efeitos pleiotropicos em diversas células, destacando o
seu sinergismo com TNF-a que ativa fibroblastos e condrdcitos. Além
disso, o desequilibrio entre IL-17 e células Treg pode refletir na
producdo de TNF-a local e bloquear a atividade das Treg, conferindo
uma persistente inflamagdo nas articulagdes (Mclnnes e Schett, 2011;
Andersson, Li, Brennan, 2008; Kolls e Lindén, 2004; Jovanovic et al,
1998).

A contribuicdo das células B na AR é altamente relevante, visto
gue sao elas as responsaveis pela producdo dos autoanticorpos, que, por
consequéncia, influenciam no reconhecimento de autoantigenos. As
células B também podem produzir citocinas e estimular a producédo
dessas moléculas por outras células do sistema imune. Através da
terapia de deplecdo de células B com o farmaco rituximab (anti-B)
evidenciou-se a importancia dessas células na manutencdo da
inflamacdo da AR, reduzida apds tratamento (revisado em Mclnnes e
Schett, 2011; Andersson, Li, Brennan, 2008; Smolen e Steiner, 2003).

As células localizadas na articulagdo inflamada da AR s&o
responsaveis pela liberacéo de diversas citocinas no local, tais como IL-
1, IL-2, IL-6, IL-18, IL-17, IL-23, TNF-a ¢ INF-y. Acredita-se que as
citocinas, especialmente IL-17 e TNF-o, ativem células sinoviais
residentes, estimulando a producdo de enzimas proteoliticas, como a
colagenase, que promovem a destruicdo da cartilagem, dos ligamentos e
dos tenddes nas articulagbes (Mclnnes e Schett, 2011; Mclnnes e Schett,
2007; Firestein, 2003; Feldmann et al., 1996).

Diversas células do sistema imune inato também sdo encontradas
em excesso na membrana sinovial na AR, tais como macr6fagos,
neutréfilos, mastdcitos e células natural Killer (NK) (Schleinitz et al.,
2010; Perricone et al., 2008; Firestein, 2003; Smolen e Steiner, 2003).
Os macrofagos sdo células efetoras centrais da sinovite, pois produzem
citocinas, espécies reativas de oxigénio, enzimas de degradacdo de
matriz e apresentam de antigenos. Os macrofagos também séo ativados
através de citocinas, interacdes com células T, imunocomplexos, entre
outros eventos. Os neutrdfilos contribuem com a sinovite pela producéo
de prostaglandinas, proteases, enquanto que os mastocitos produzem
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citocinas, quimiocinas e apresentam receptor que reconhece Fc y e Fc «.
(revisado em Mclnnes e Schett, 2011, Klareskog, Catrina, Paget 2009;
Firestein, 2003).

Quanto as células NK, uma quantidade significativa foi detectada
nas articulagbes (liquido sinovial) em pacientes com AR (Dalbeth e
Callan, 2002; Pridgeon et al., 2003), demais detalhes serdo discorridos
neste trabalho.

2.6 CELULAS NATURALKILLER

As células NK representam um subgrupo de linfécitos granulares
gue representam 10-15% dos linfdcitos presentes no sangue e 5% das
células mononucleares em linfonodos periféricos, estas células possuem
capacidade de migrar ao tecido periférico e Orgdos-alvo na
autoimunidade (Perricone et al., 2008; Jobim e Jobim, 2008; Farag e
Caligiuri, 2006).

NK sdo efetores do sistema imune inato que interagem com
outros tipos celulares direta ou indiretamente através da producdo de
citocinas e quimiocinas, destacando sua acdo citolitica. As NK sdo
essenciais no controle de infeccdes por virus e parasitas intracelulares
(Perricone et al., 2008; Lee et al., 2007), vigilancia imunolégica de
tumores (Langers et al., 2012; Purdy e Campbell, 2009; Smyth et al.,
2002), na gravidez em humanos (Parham et al., 2012) e, por fim, na
patogénese de diversas doengas autoimunes (Vivier, 2011; Schleinitz et
al., 2010; Farag e Caligiuri, 2006).

Apo6s o reconhecimento da célula-alvo, as NK podem provocar a
lise celular e/ou produzir citocinas e quimiocinas que ativem outras
células, eventos que dependem da natureza do estimulo entre a célula
NK e alvo. Para promover um ataque direto as células-alvo, as NK néo
necessitam de uma ativacdo prévia, o que salienta a participacdo desta
célula tanto na resposta imune inata quanto na adaptativa (revisado por
Vivier, 2011; Perricone et al., 2008).

Dentre os mediadores celulares, as NK produzem INF-a e INF-
que favorecem efeitos citotdxicos enquanto que a secrecdo de INF-y
ocorre em diversas situacdes, sendo este considerado um mediador de
dano tecidual que favorece a a¢do promotora da condi¢cdo autoimune. As
NK séo ativadas por IL-12, estimulando sua producéo de citocinas como
INF-y, e IL-10, citocinas presentes em condigdes inflamatorias cronicas
ou sistémicas (revisado por Vivier, 2011; Schleinitz et al., 2010;
Perricone et al., 2008; Jobim e Jobim, 2008).
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As células NK interagem com diversos tipos celulares e por
diversas vias, inclusive com células dendriticas (CD). As NK promovem
a morte de CD imaturas e, também, a sua maturacdo pela producéo de
INF-y e TNF-a, resultando em uma apresentacao de antigenos a célula T
mais eficiente. Portanto, as NKs participam da resposta imune
subsequente, podendo aumentar ou diminuir respostas de macrogafos e
células T através da secrecdo de INF-y ou IL-10, respectivamente
(revisado por Vivier, 2011). A supressdo de funcdo através da lise de
CD e células T ativadas atribui as células NK fungdes patogénicas de
ativacdo inapropriada em condigdes clinicas e experimentais de doencas
autoimunes (Perricone et al., 2008).

Alteraces celulares nas NK podem contribuir com o aumento da
autoimunidade e com a variacdo no nimero de células NK circulantes.
A frequéncia dessas células na corrente sanguinea € menor em uma
variedade de doencas autoimunes e inflamatorias, tais como Esclerose
Sistémica, Diabetes tipo | e AR (Schleinitz et al., 2010; Perricone et al.,
2008). Em pacientes com AR, a presenca de NK no liquido sinovial é
maior que no sangue periférico. Alids, em diferentes tecidos ha
variacdes quantitativas e qualitativas dessas células e de seus produtos
na AR (Ahern e Brennan, 2010; Farag e Caligiuri, 2006; Pridgeon et al.,
2003; Dalbeth e Callan, 2002).

O fendtipo das células NK maduras ¢é definido pela expressao
de CD56 (CD56") na superficie celular e pela ndo expressio de CD3
(CD3’). O nivel de expressdo de CD56 na superficie celular das NK
define dois subgrupos CD56™™ e CD56™. As células NK do tipo
CD56™9™ _ pright, indica maior expressio de CD56 — localizam-se
predominante em linfonodos e locais de inflamagdo e a sua fungéo
reguladora ocorre através da producéo de citocinas, como IL-12 e IL-18,
e quimiocinas. Enquanto que as células NK do tipo CD56"™ — dim,
indica baixa expressdo de CD56 — circulam na corrente sanguinea. Estas
células possuem grande potencial citotoxico, pois produzem perforinas e
apresentam receptores de células killer semelhantes a imunoglobulina
(KIR, do inglés Killer-cell immunoglobulin-like receptor) (Schleinitz et
al., 2010; Ahern e Brennan, 2010; Flodstrom-Tullberg et al., 2009;
Farag e Caligiuri, 2006).

O reconhecimento das células-alvo pelas NK é realizado pelos
seus receptores celulares, que, por sua vez, ndo sofrem rearranjos
genéticos como ocorre com 0s receptores das células T (TCR). Os
receptores destas células NK reconhecem a célula-alvo baseando-se na
presenca do ligante a seus receptores inibidores e ativadores; os quais
possuem grande variabilidade, além de ser expressos simultaneamente
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(Orr e Lanier, 2010; Jobim e Jobim, 2008; Perricone et al., 2008;
Moretta et al., 1996).

As células NK possuem um amplo repertério de receptores que
podem tanto estimular a atividade das células NK, por receptores
ativadores, quanto impedir a ativacdo destas células pelos recepotres
inibidores (Bryceson et al., 2006; Vivier et al., 2004). Os receptores
ativadores incluem os receptores que interagem com ligantes sollveis
como as citocinas e quimiocinas, e receptores inibidores interagem com
moléculas de superficie celular (Figura 1). A ativacdo das células NK
depende do balanco de sinais entre os diversos receptores localizados
em sua seuperficie (Vivier et al., 2011; Vivier et al., 2004; Lanier,
1998).

Receptores ativadores
Receptoresinibidores

Receptors Adaptors h KIR-L
NKp46 h LILRB1
CD16 CD94/NKG2A
h NKp30 CD3{ Y m Inh. Ly49 Receptores quimiotaticos
h NKp44 DAP12 m NKR-P1B
h NKp80 = m NKR-P1D o
m NKR-P1C FcRy KLRG-1 CCR7
NKG2D DAP10 TIGIT CXCR1
m NKG2D-S DAP12 CEACAM-1 CXCR3
h KIR-S DAP12 LAIR- 1 CXCR4
m Act. Ly49 DAP12, DAP10 CXCR6
CD94/NKG2C DAP12 CX3CR1
CRACC SAP, EAT2
Ly9 SAP h Chem23R
CcD84 SAP, EAT2 S1FS
NTBA SAP
2B4 SAP, EAT2
ERT NK )
Receptores de citocinas
IL-1R
IL-2R Receptoresde adesao
IL-12R
IL-15R cD2
IL-18R DNAM-1
IL-21R p1 integrins
IFNAR B2 integrins

Figura 1: Receptores das células natural killer (NK). As células NK expressam
diversos receptores de superficie que podem ser agrupados em receptores
ativadores (verde), inibidores (vermelho), de adeséo (azul), de citocinas (preto)
e quimiotaticos (roxo). Estas moléculas de superficie celular estdo envolvidas
na regualacédo da funcdo da célula NK em camundongos (m, mouse) e humanos
(h, human). Os receptores sem a indicagdo (m, h) sdo conservados em ambas as
espécies. Adaptado de Vivier et al., 2011.
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Para alguns receptores das NK, as células-alvo sdo reconhecidas
pela presenca de MHC de classe I, especialmente as moléculas HLA ou
proteinas de estruturas homoélogas. A caracteristica de reconhecimento
de HLA pelos receptores inibidores da NK é baseada na hip6tese da
falta do proprio (do inglés missing-self). Entdo, o receptor inibidor néo
interage com o seu ligante HLA, pois este estd ausente na célula-alvo,
impedindo o envio deste sinal. A falta do sinal inibidor permite a
ativacdo das células NK pelo predominio de sinalizagdes dos receptores
ativadores (Jobim e Jobim, 2008; Raulet, 2006; Parham, 2006; Vilches e
Parham, 2002).

A resposta das células NK é um resultado do equilibrio de sinais
entre 0s receptores ativadores e inibidores expressos na superficie
celular (Figura 2). Quando o sinal de interacdo entre 0 receptor
ativador/ligante é superado pelo sinal de interagdo entre o receptor
inibidor e moléculas de HLA de classe | da superficie da célula-alvo, a
lise celular € inibida (Figura 2A). No entanto, a ativacdo das células
NK, que promove a lise celular, ocorre quando o receptor ativador
reconhece o seu ligante na célula-alvo na auséncia da interagéo receptor
inibidor/ligante (Figura 2B). A ativacdo da NK e lise celular pode ser
resultado, também, da interacdo receptor ativador/ligante predomina
sobre a interacdo receptor inibidor/ligante, pois h4 poucos receptores
inibidores ou ligantes na célula-alvo (Figura 2C). Contudo, a
predominéncia da interacdo receptor inibidor/ligante, resulta em um
sinal negativo que impede a lise celular pela NK. Além do mais, cabe
salientar que os genes MHC de classe | possuem alta variabilidade
alélica, o que é muito importante para a interacdo entre receptor/ligante
(Vivier, 2011; Raulet, 2006; Farag e Caligiuri, 2006; Farag et al., 2002).
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FUNGAO EFETORA DA CELULA NK

Toleranciada célula NK Ativagaoda célula NK

b @R

Figura 2: A regulacéo da funcéo efetora da célulanatural killer (NK). As células
NK percebem a densidade das diversas moléculas de superficie expressas nas
células de interacdo (células-alvo). A interacdo destes distintos sinais
estabelecem a qualidade e intensidade da resposta das células NK. NK
interagem com células que expressam moléculas proprias de MHC de classe | e
com baixa expressdo de ligantes ativadores, impedindo a ativa¢do das NK (A).
Quando as NK reconhecem células-alvo que possuem uma baixa expressdo de
moléculas de MHC de classe | (B) ou alta expressdo de moléculas proprias
induzidas por estresse celular (C), ativando a célula. + receptores ativadores; —
receptores inibidores (adaptado de Vivier, 2011).

MHC inibidores
classel MHC classe |

As células NK podem ser ativadas e tonar-se citotoxicas pela
expressao exagerada de ligantes ou de moléculas estranhas pela célula-
alvo, que interagem com os receptores ativadores. A condicdo de maior
ativagdo pode ser interessante no combate a infeccbes, porém pode
contribuir para a predisposicdo a autoimunidade (Vivier, 2011; Orr e
Lanier, 2010; Perricone et al., 2008; Jobim e Jobim, 2008).

Curiosamente, tém se observado que algumas células NK ndo
expressam receptores KIR inibidores, demonstrando que a sua auséncia
ndo ativa isoladamente as células NK. A ativacdo de NK requer uma
interacdo especifica entre os diversos receptores e seus ligantes, porém
alguns dos ligantes de NK também sdo expressos em células como
células T e B, e células da medula dssea (Vivier, 2011; Orr e Lanier,
2010; Raulet, 2006; Backstrom, Kristensson, Ljunggren, 2004; Snyder,
Weyand, Goronzy, 2004).

A citotoxicidade das NK ¢ ativada pelos receptores naturais de
citotoxicidade (NCR — do inglés Natural Cytotoxicity Receptor) e pelo
receptor ativador NKG2D. Cabe salientar que alguns ligantes dos
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receptores ativadores sdo expressos em condi¢Bes inflamatérias e
autoimunes (Orr e Lanier, 2010; Schneinitz et al.,2010).

Um dos receptores das células NK mais estudado e polimérfico é
0 receptor das células killer semelhante & imunoglobulina (KIR — do
inglés Killer-cell Imunoglobulin-like Receptor) que se liga as moléculas
de MHC classe I, particularmente HLA-A e HLA-C. Outro receptor
inibidor € CD94/NKG2A que interage com moléculas MHC de classe |
ndo-classicas, como a molécula HLA-E. A maioria dos estudos
genéticos com KIR se baseia na hipétese “missing self” e tem-se
investigado os genétipos de KIR juntamente com os alelos do gene HLA
de classe | (Vivier, 2011; Orr e Lanier, 2010; Schneinitz et al., 2010;
Jobim e Jobim, 2008; Perricone et al., 2008; Raulet, 2006; Parham,
2006; Moretta et al., 1996).

2.7 RECEPTORES KIR

A nomenclatura dos receptores KIRs das células NKs esta
baseada na sua estrutura proteica extracelular e intracelular (Figura 3).
Essas moléculas apresentam uma homologia estrutural com as
imunoglobulinas, apresentando dois ou trés dominios extracelulares (2D
e 3D) que interagem com as moléculas HLA-A, B e C. Também
possuem uma porcdo transmembranar (TM) e uma cauda
intracitoplasmatica (CIT) que pode ser curta e ativadora (S, short) ou
longa e inibidora (L, long) (Jobim e Jobim, 2008; Carrington e Norman,
2003; Biassoni et al., 1996; Moretta et al., 1995).

As moléculas com cadeia citoplasmatica longa apresentam
dominios com caracteristicas imunoinibidoras, denominados motivos
inibidores baseados em tirosina (ITIM, do inglés immunotyrosine-based
inhibitory motif). Em contraste, os receptores com cadeia citoplasmatica
curta (S) ndo possuem ITIM, mas sim um aminoacido positivamente
carregado na por¢do TM que permite associagdo com uma molécula
acessoria (como DAP-12), liberando um sinal ativador por intermédio
de imunorreceptores ativadores denominados motivos ativadores
baseados em tirosina (ITAM, do inglés immunotyrosine-based
activatory motif) (Jobim e Jobim, 2008; Brown e Scalzo, 2008;
Carrington e Norman, 2003; Biassoni et al., 1996; Moretta et al., 1995).
Desta forma, o receptor KIR2DL4 possui tanto ITIM como ITAM
associados & cauda intracitoplasmética longa (Kikuchi-Maki et al.,
2003).



41

KIR2DL KIR2DS KIR2DL KIR2DL KIR3DL KIR3DS
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0 ) m ) m) =) m)
) o) o Yo ) o o)
m:)oz:)

KIR2DS1 KIR3DS1

KIR2DS2
KIR2DS3

kiIR2pL1 KIR2ZDS4 o, 4 KIR2DLSA KIR3DL1
KIR20L2/3 KIR2DSS KIR2DL5B KIR3DL2
KIR3DL3

Figura 3: Estrutura e nomenclatura de moléculas KIR. Os dominios
extracelulares estdo representados acima da membrana celular (MC) e as caudas
citoplasmaéticas, abaixo da MC. Caudas longas (L) e curtas (S) e o niumero de
dominios extracelulares definem o nome do gene. Dominio extracelular tipo 1
apresenta 0os dominios D1 e D2 e o tipo 2 apresenta os dominios DO e D2
(adaptado de Jobim e Jobim, 2008).

2.7.1  Imunogenética dos KIRs

Os receptores KIR sdo codificados por uma familia de genes
polimérficos e homélogos localizada na regido cromossdémica 19q13.4,
dentro do complexo de receptores leucocitarios (LRC, do inglés
Leucocyte Receptor Complex), e é composta por 14 genes e 2
pseudogenes (Carrington e Norman, 2003). Os hapl6tipos dos genes KIR
foram divididos em dois grupos A e B, considerados também como
haplogrupos (Figura 4), os quais diferem no nimero e na variedade de
genes presentes no haplétipo observado. No entanto, quatro genes
(KIR3DL3, KIR3DP1, KIR2DL4 e KIR3DL2) conhecidos como genes
moldura (em inglés framework), estdo presentes em ambos 0s grupos
(Hsu et al., 2002). O haplogrupo A é o grupo formado por haplé6tipos
gue contém genes que codificam os receptores inibidores KIR2DL1,
KIR2DL3 e KIR3DL1 e um Unico receptor ativador de cauda curta,
KIR2DS4. O haplogrupo B ¢é formado por haplétipos que possuem maior
guantidade de receptores ativadores que o haplogrupo A (Singh et al.,
2012; Kulkarni, Martin, Carrington, 2008; Carrington e Norman, 2003).
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Haplogrupo A ndo possui grandes variagbes na composicdo
génica quando comparado com o haplogrupo B, entretanto ambos
possuem grande variabilidade alélica. Além disso, acredita-se que 0s
receptores inibidores séo relativamente mais polimérficos, enquanto os
receptores ativadores sdo mais conservados (Sanchez-Mazaz et al.,
2011; Pyo et al., 2010).

HAPLOTIPO A
3DL3 20L3 2DP1 2DL1  3DP1 2DL4 30L1 2Ds4 3DL2
HAPLOTIPO B

3DL3 2D82 2DL2  3DP1 2DL4 3D81 2DLS 2Ds5 2Ds1 3DL2

Figura 4: Exemplo de hapl6tipos que pertencem aos haplogrupos A e B de KIR.
Haplogrupo A apresenta apenas um gene que codifica um receptor ativador de
cauda curta (KIR2DS4). Haplogrupo B contém combinagBes de genes
ativadores e inibidores. Os genes KIR2DL4, KIR3DL2, KIR3DL3 e o
pseudogene KIR3DPL1 estdo presentes em ambos os haplogrupos (adaptado de
Carrington e Norman 2003).

Até o momento foram catalogados 614 alelos para os 16 genes
KIR, dentre eles 107 alelos do gene KIR3DL3, 84 alelos do gene
KIR3DL2, 73 alelos do gene KIR3DL1, 46 alelos do gene KIR2DL4
(Fonte: http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/. Acesso em 19 de novembro de
2012, 00h03).

A diversidade alélica dos genes KIR pode estar relacionada com
0s niveis de expressdo dos receptores na superficie celular e a sua
interacdo com os ligantes HLA de classe I. Portanto, as células NK
podem modular seu limiar de ativacdo, permitindo que a deteccdo de
niveis baixos da interacdo receptor/ligante ativem estas células
(Campbell e Purdy, 2010; Uhrberg, 2005). A interacdo HLA-C-KIR ¢
sensivel a uma substituicdo de aminoacidos, em especial na posi¢do 80
na alfa-hélice do HLA-C e na posicdo 44 do dominio D1 em KIR2DL1,
KIR2DL2 e KIR2DL3. O polimorfismo nestas regibes altera a
especificidade ligante-receptor, porém permite interagGes inespecificas
com intensidades distintas, sendo que a interacdo preferencial ¢ mais
forte em relacdo as outras interacfes possiveis (Kulkarni, Martin,
Carrington, 2008; Parham, 2005).
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A diversidade dos genes KIR é tdo ampla que mesmo o0s
haplétipos que possuem igual conteudo génico, podem se diferenciar em
termos de alelos. Desta forma, a diversidade genotipica dos KIRs
depende da constituicdo génica do haplétipo, do polimorfismo alélico e
a combinacdo dos hapl6tipos maternos e paternos (Parham, 2005).

O elevado polimorfismo de genes que codificam moléculas
envolvidas na resposta imune deve ter apresentado uma grande
vantagem no combate a diversos agentes infecciosos, levando a crer que
a evolugdo molecular destes polimorfismos deve ter sido influenciada
pela selecdo natural. A distribuicdo das frequéncias genatipicas dos KIR
é distinta entre as populac@es, este padrdo de variacdo genética mundial
mostra sinais de expansdo humana geografica, historia demogréfica e
diversificagdo cultural (Sanchez-Mazas et al., 2011; Parham, 2005).
Portanto, a heterogeneidade da distribuicdo das frequéncias genotipicas
de KIR entre as populacbes deve ser considerada ao realizar estudos em
populacdes miscigenadas, pois pode comprometer a precisdo das
inferéncias realizadas em estudos de associagdo (Singh et al., 2012;
Parham, 2005).

A partir da importancia imunoldgica e diversidade genética,
estudos de associagdo com KIR vém sendo realizados, a fim de entender
sua participacdo no desenvolvimento de doencas como autoimunes,
cancer e infeccbes (Kulkarni, Martin, Carrington, 2008; Parham, 2005).
Dados da literatura indicam que em doencas autoimunes e inflamatérias
h& associacdo de suscetibilidade dos genes KIR ativadores e dos
haplétipos do haplogrupo B (Schleinitz et al., 2010; Vivier et al., 2008;
Kulkarni, Martin, Carrington, 2008; Parham, 2005).

Enquanto que em pacientes com AR, estudos encontraram que a
presencga do gene KIR2DL1 e KIR2DS1 foi menor que no grupo controle
(Kogure et al., 2001). Alias, foi detectada a presenca de anticorpos para
0 receptor KIR2DL1-3 em pacientes com AR (Matsui et al., 2001).
Esses dados levantam a hipdtese de que pode haver expressdo anormal
ou alterada dos genes KIR envolvida no progresso dessa patologia
(Carrington e Martin 2006).






3 JUSTIFICATIVA

A artrite reumatoide, por ser uma doenga de etiologia complexa e
incerta, apresenta dificuldade de diagndstico e prognostico. Embora
existam marcadores que auxiliam o diagndstico e que permitem o
acompanhamento da evolucdo da doenca, a AR apresenta
heterogeneidade de fatores clinicos e epidemioldgicos entre o0s
pacientes.

As células NK sdo importantes na regulacdo do sistema imune
inato e adaptativo através da ativagdo de células efetoras como linfécitos
T, B e macrofagos que desencadeiam cascatas de reacdes inflamatdrias,
fundamental condicéo da AR.

As moléculas KIR podem tanto ativar quanto inibir a resposta
imune dessas células, o que poderia explicar a possivel relagdo entre a
presenga ou auséncia de certos genes KIR no desenvolvimento da AR.
Uma vez que, pacientes acometidos por doengas autoimunes tém menor
nimero de células NK circulantes e possuem sua funcdo reduzida
(Carrington e Martin, 2006). Desta forma, é importante averiguar o
potencial efeito dos genes KIR na AR.

Nesta dissertacdo serdo considerados os estudos de associagdo
dos genes KIR ativadores, por sua relevancia imunopatolégica em
doencas autoimunes, pois a presenca destes genes pode conferir risco ao
desenvolvimento de AR ou condicBes clinicas desenvolvidas pela
doenca.
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4 OBJETIVOS
41 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto da presenca e/ou auséncia dos genes KIR
ativadores no desenvolvimento da Artrite Reumatoide, bem como
verificar a relevancia deste polimorfismo nas questdes epidemioldgicas
e clinicas em casos e controles, no Estado de Santa Catarina.

42 OBJETIVOS ESPECIFICOS
v"Identificar a presenca e auséncia dos 16 genes KIR nas amostras de
pacientes e controle.

v Estimar as frequéncias de presenga/auséncia de cada gene analisado.

v' Realizar um estudo de associagdo caso-controle para avaliar os
polimorfismos dos genes KIR ativadores na suscetibilidade a AR,
bem como analisar estes polimorfismos com dados clinicos e
epidemioldgicos.

v' Comparar as frequéncias génicas observadas neste estudo com
outras doencas autoimunes encontradas na literatura.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 ASPECTOSETICOS

Este trabalho faz parte de um projeto em vigéncia: “Genética da
autoimunidade: polimorfismos em LUpus Eritematoso Sistémico e
Artrite Reumatoide em pacientes de Santa Catarina”, aprovado pelo
Comité de Etica em Seres Humanos da Universidade Federal de Santa
Catarina (CEP-UFSC), n° 172/06, de 26/06/2006 e renovado até marco
de 2013.

5.2 DESCRICAO DA AMOSTRA

A amostra foi constituida de 311 individuos, sendo 147 pacientes
com diagndstico de Artrite Reumatoide de acordo com os critérios do
Colégio Americano de Reumatologia de 1987 (ACR, do inglés
American College of Rheumatology). Os pacientes foram atendidos no
ambulatdrio de Reumatologia no Hospital Universitario (HU) vinculado
a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), no periodo de margo
de 2007 a junho de 2012. Os outros 164 individuos foram voluntarios
sem histérico pessoal nem familial de doenca autoimune que
compuseram o grupo controle. Os individuos do grupo controle foram
selecionados de acordo com a composi¢do do grupo de pacientes com
AR quanto a idade, género e a classificagdo étnica, esta Ultima realizada
pela equipe de pesquisa através de informagdes sobre cor da pele e
ascendéncia dos pais.

Todos os participantes desta pesquisa assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE — Anexos A e C) e
responderam um questionario sobre dados familiais e epidemiol6gicos
(Anexo B e D). Os dados clinicos dos pacientes foram obtidos a partir
dos prontuarios medicos, cujas informac@es clinicas datavam do dia da
coleta e consulta.

53 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

Amostras de 10 mL de sangue periférico foram coletadas com
anticoagulante EDTA para a extracdo do material genético e anlise dos
polimorfismos no Laboratério de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE)
— UFSC.

As amostras biol6gicas foram centrifugadas, separando-se 0s
constituintes do sangue e a partir da camada de leucdécitos (buffy coat)
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foi obtido o DNA gendmico. A extracdo de DNA foi realizada pelo
método salting-out adaptado de Miller et al. (1988). Posteriormente o
DNA foi quantificado (Sambrook, Fritsch, Maniatis, 2001) e diluido em
aliquotas de uso na concentracdo de 20ug/mL, armazenadas a -20°C.

5.4 DETECGCAO DO POLIMORFISMO KIR

O polimorfismo de presenca/auséncia de 16 genes KIR
(KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR3DL1,
KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DP1, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3,
KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DP1, KIR3DS1) foi verificado através da
reacdo em cadeia da polimerase por oligonucleotideos iniciadores de
sequéncias especificas (PCR-SSP). De acordo com a variabilidade
genética destes genes, a genotipagem dos genes KIR foi realizada por
PCR de dois pares de oligonucleotideos iniciadores especificos para
cada gene (Tabela 1) (Kulkarni, Martin, Carrington, 2010). Contudo,
somente 0s 6 genes KIR ativadores (KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3,
KIR2DS4, KIR2DS5 e KIR3DS1) foram genotipados para todos os
individuos e realizado estudo de associacao.

E importante destacar que o par de oligonucletideos iniciadores
26 que amplifica 0o gene KIR2DS4 (Tabela 1) também permite a
detecgdo de uma delecdo de 22 pares de bases (pb) deste gene, a qual
codifica uma proteina ndo-funcional. Entretanto, a distincdo dos
fragmentos de 219 pb e 197 pb gerados por esta PCR ndo foi possivel
pela técnica de eletroforese em gel de agarose realizada neste estudo.

Uma vez que os tamanhos dos fragmentos a serem amplificados
eram diferentes, foi possivel realizar PCR multiplex (Figura 5), na qual
mais de um gene foi amplificado em cada reacdo, sendo que a
composi¢do do “mix” dependia dos conjuntos de oligonucleotideos
iniciadores pré-definidos (Tabela 2). Em caso de divergéncia dos
resultados de genotipagem entre os dois pares de oligonucleotideos
iniciadores utilizados para a detec¢do do mesmo gene, foram realizados
amplificacbes isoladas de cada gene com o0s oligonucleotideos
iniciadores correspondentes em uma mesma placa de PCR.

Como o polimorfismo observado era a presenga ou auséncia
destes genes, foram utilizados oligonucleotideos iniciadores como
controles internos da reagdo, sendo esses controles genes KIR comuns a
todos os individuos, genes moldura, ou outros genes como HLA-DRB1
(Kulkarni, Martin, Carrington, 2010), NDN e GALC (Alves et al., 2008)
(Tabela 1).
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HLA-DRB1 —2222_,

KIR3DS1 —228

KIR3DL1—22

+

Figura 5: Foto de uma eletroforese de gel de agarose 3% da PCR-SSP
multiplex. Esta reacdo foi composta pelo “Mix 03 (Tabela 2) que permite a
detec¢do de presencga/auséncia dos genes KIR3DL1 (191pb), KIR3DS1 (300pb)
e como controle interno a amplificacdo do gene HLA-DRB1 (800pb), indicados
pelas setas. As amostras 1, 3, 5, 6 e 7 foram tipadas como positivas para os trés
genes (3DL1+/3DS1+/DBR1+), engquanto que as amostras 2, 4 e 8 foram
tipadas como 3DL1+/3DS1-/DRB1+.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados neste estudo, bem
como os protocolos de amplificacdo e leitura dos resultados, foram
gentilmente cedidos pela pesquisadora Dr® Maria Luiza Petzl-Erler da
Universidade Federal do Parana (UFPR). As sequéncias dos
oligonucleotideos iniciadores utilizados neste estudo foram publicados
em Kulkarni et al. (2010) e alguns oligonucleotideos iniciadores dos
genes KIR foram adaptados pelo grupo da pesquisadora Dr® Maria Luiza
Petzl-Erler (dado ndo publicado) (Tabela 1).

A técnica de PCR-SSP foi realizada de acordo com Kulkarni et
al. (2010) e descrita nas Tabelas 3 e 4.

Apo6s a amplificacdo por PCR, em uma pequena porcdo dos
produtos foi adicionado o corante fluorescente GelRed™ e esses foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 3%. O gel foi registrado
pelo fotodocumentador DNR Bio-Imaging Systems MiniBIS Pro® e a
tipagem realizada pela analise do tamanho dos fragmentos citados na
Tabela 1 (Kulkarni, Martin, Carrington, 2010).
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Tabela 1: Sequéncias dos oligonucletideos iniciadores dos genes KIR e dos
genes controles utilizados na detecgdo do polimorfismo de presenca/auséncia
dos genes por PCR-SSP. A sequéncia dos iniciadores R (reverse), F (foward),
tamanho do fragmento amplificado (pb — pares de bases), nimero do iniciador
(n°) e referéncia bibliografica (Ref) foram indicados.

S]Iilcgigggfleotldeo Sequéncia(5'—3") Tazg;r;ho n° |Ref
KIR2DL1 F1 CCATCAGTCGCATGACG 91 |17B b
KIR2DL1R1 |TCACTGGGAGCTGACAC

KIR2DL1 F2 TGGACCAAGAGTCTGCAGGA 146 16 | b
KIR2DL1R2 |[TGTTGTCTCCCTAGAAGACG

KIR2DL2 F1 GAGGGGGAGGCCCATGAAT 151 07 | a
KIR2DL2R1  |[TCGAGTTTGACCACTCGTAT

KIR2DL2 F2 CTGGCCCACCCAGGT 17 b
KIR2DL2 R2  |GGACCGATGGAGAAGTTGGCT 3 06
KIR2DL3 F1 CTTCATCGCTGGTGCTG 550 | 08
KIR2DL3 R1  |AGGCTCTTGGTCCATTACAA - a
KIR2DL3 F2 TCCTTCATCGCTGGTGCTG 800 | 09
KIR2DL3 R2 |GGCAGGAGACAACTTTGGATCA - a
KIR2DL4 F1 CAGGACAAGCCCTTCTGC 254 18 | a
KIR2DL4 R1  |CTGGGTGCCGACCACT

KIR2DL4 F2  |[ACCTTCGCTTACAGCCCG ) 1
KIR2DL4 R2  |CCTCACCTGTGACAGAAACAG 88 9|
KIR2DL5 F1 GCGCTGTGGTGCCTCG 214 10 | a
KIR2DL5 R1  |GACCACTCAATGGGGGAGC

KIR2DLS5 F2 TGCAGCTCCAGGAGCTCA 9
KIR2DL5R2  |GGGTCTGACCACTCATAGGGT 191 a
KIR3DL1 F1 CGCTGTGGTGCCTCGA 101 20 | a
KIR3BDL1R1 |GGTGTGAACCCCGACATG

KIR3DL1 F2 CCCTGGTGAAATCAGGAGAGAG 1 21
KIR3DL1R2 |TGTAGGTCCCTGCAAGGGCAA 86 a
KIR3DL2 F1 CAAACCCTTCCTGTCTGCCC 242 97
KIR3DL2R1 |GTGCCGACCACCCAGTGA 2
KIR3DL2 F2 CCCATGAACGTAGGCTCCG 30 08
KIR3DL2 R2  |CACACGCAGGGCAGGG ! 2
KIR3DL3 F1 GTCAGGACAAGCCCTTCCTC 232 1B | a
KIR3BDL3R1 |GAGTGTGGGTGTGAACTGCA

KIR3DL3 F2 TTCTGCACAGAGAGGGGATCA 1 1
KIR3DL3 R2 |GAGCCGACAACTCATAGGGTA 65 Cla
KIR2DP1 F1 GTCTGCCTGGCCCAGCT 205 14 | a

KIR2DP1 R1

GTGTGAACCCCGACATCTGTAC
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KIR2DP1 F2

CCATCGGTCCCATGATGG

KIR2DP1 R2 CACTGGGAGCTGACAACTGATG 89 15| a
KIR2DS1 F1 CTTCTCCATCAGTCGCATGAA

KIR2DS1 F2 CTTCTCCATCAGTCGCATGAG 102 24 | a
KIR2DS1R1 |AGAGGGTCACTGGGAGCTGAC

KIR2DS2 F1 TTCTGCACAGAGAGGGGAAGTA 175 |3/38| a
KIR2DS2 R1 GGGTCACTGGGAGCTGACAA

KIR2DS2 F2 CGGGCCCCACGGTTT 240 04
KIR2DS2 R2 GGTCACTCGAGTTTGACCACTCA 2
KIR2DS3 F1 TGGCCCACCCAGGTCG 242 12
KIR2DS3R1 |TGAAAACTGATAGGGGGAGTGAGG 2
KIR2DS3 F2 CTATGACATGTACCATCTATCCAC 190 13 | a
KIR2DS3 R2  |AAGCAGTGGGTCACTTGAC

KIR2DS4 F1 CTGGCCCTCCCAGGTCA 204 25 | a
KIR2DS4R1  |[TCTGTAGGTTCCTGAAAGGACAG

KIR2DS4 F2 GTTCAGGCAGGAGAGAAT 197/219 | 26
KIR2DS4 R2 GTTTGACCACTCGTAGGGGAC 2
KIR2DS5 F1 TGATGGGGTCTCCAAGGG 126 | 5A
KIR2DS5R1  |[TCCAGAGGGTCACTGGGC a
KIR2DS5 F2 ACAGAGAGGGGACGTTTAACC 178 | s5c | a
KIR2DS5 R2  |ATGTCCAGAGGGTCACTGGG

KIR3DP1 F AGAGTATTCCGAAACACCG 104 30 | b
KIR3DP1 R TGACCACCCAGTGAGGA

KIR3DS1 F1 AGCCTGCAGGGAACAGAAG 300 29
KIR3DS1 R1 GCCTGACTGTGGTGCTCG 2
KIR3DS1 F2 CCTGGTGAAATCAGGAGAGAG 180 23
KIR3DS1 R2 GTCCCTGCAAGGGCAC 4 2
DRB1F1 TGCCAAGTGGAGCACCCAA 796 clla
DRB1 R1 GCATCTTGCTCTGTGCAGAT

NDN F GGCTGCACCTGAGGCTAA 335

NDN R GCCCCAAAAGAACTCGTATTC ¢
GALCF TTACCCAGAGCCCTATCGTTCT 352

GALCR GTCTGCCCATCACCACCTATT ¢

a: sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores publicados em Kulkarni et al.,

2010.

b: sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores desenhados pelo laboratério da
pesquisadora Maria Luiza Petzl-Erler (dado ndo publicado).
c: sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores controles publicados em Alves

et al., 2008.
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Tabela 2: O conjunto de oligonucleotideos iniciadores utilizados em cada mix
na técnica de PCR-SSP multiplex dos genes KIR. Os iniciadores foram
numerados cujos respectivos genes indicados ente parénteses, bem como o0s
tamanhos dos fragmentos amplificados sdo correspondentes aos respectivos

genes.

MIX Oligonucleotideos iniciadores Tamanhos dos
fragmentos
Mix01 06(2DL2), 10(2DL5), 09(2DL3) 173, 214, 800pb
Mix02 13 (2DS3), 15(2DP1) 190, 89pb
Mix03 20(3DL1), 22(3DS1), CI(DRB1) 191, 300, 800pb
Mix04 24(2DS1), 07(2DL2), 11(2DL5), 102, 151, 191pb
Mix05 | 16(2DL1), 18(2DL4) 146, 254pb
Mix06 08(2DL3), 12(2DS3), 23(3DS1) 550, 242, 180pb
Mix07 | 25(2DS4), 21(3DL1), 17B(2DL1) 204, 186, 94pb
Mix08 | 26(2DS4), 5A(2DS5) 197/219, 126pb
Mix09 01B(3DL3), 5C(2DS5), 28(3DL2) 232,178, 130pb
Mix10 14(2DP1), 3/3B(2DS2), 24(2DS1) 205, 175, 102pb
Mix11 04(2DS2), 30(3DP1) 240, 104pb
Mix12 | 19(2DL4), 27(3DL2), 01C(3DL3) 288, 242, 165pb

Tabela 3: O protocolo dos reagentes utilizados em cada mix para a reacdo em
cadeia da polimerase multiplex (PCR-SSP) na amplifica¢do dos genes KIR.

Mix p/ 1 amostra 1/3 2/5/8/11* 4/10 6/7/9/12
H,0 miliQ 6,02 uL 6,42 uL 5,67 uL 5,92 uL
Tampdo 10X 1,00 uL 1,00 uL 1,00 uL 1,00 uL
MgCl, (50mM) 0,30 uL 0,30 uL 0,30 uL 0,30 uL
dNTP (0,2mM) 0,20 uL 0,20 uL 0,20 uL 0,20 uL
P1 (20mM) 0,25 uL 0,25 uL 0,25 uL 0,25 uL
P1 (20mM) 0,25 uL 0,25 uL 0,25 uL 0,25 uL
P2 (20mM) 0,25 uL 0,25* uL 0,25 uL 0,25 uL
P2 (20mM) 0,25 uL 0,25* uL 0,25 uL 0,25 uL
P3 (20mM) 0,20 uL - 0,25 uL 0,25 uL
P3 (20mM) 0,20 uL - 0,25 uL 0,25 uL
P3 (20mM) - - 0,25 uL -
Taq Platinum® 5U/uL 0,08 uL 0,08 uL 0,08 uL 0,08 uL
Volume Total 9,0 uL 9,0 uL 9,0 uL 9,0 uL
DNA (20ng/uL) 1,0uL 1,0uL 1,0uL 1,0uL

* No mix 11: para o oligonucleotideos iniciadores (primer) 30 (P2) foi
acrescentado 0,30uL de cada iniciador (R e F) ao invés de 0,25uL.
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Tabela 4: Programa para amplificacdo dos genes KIR (Kulkarni, Martin,
Carrington, 2010).

Duracéo Temperatura Fases

3 minutos 94°C Desnaturacdo inicial

15 segundos 94°C . ~

gu R 5 ciclos de denaturagéo,

15 segundos 65°C anelamento e extenséo

30 segundos 72°C

15 segundos 940(: 21 ciclos de denaturag&o,

15 segundos 60°C anelamento e extensédo

30 segundos 72°C

1 4° . x
> s_egundos 94°C 5 ciclos de denaturacéo,

L minuto 55°C anelamento e extensdo

2 minutos 72°C

7 minutos 72°C Extenséo final

55 DADOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS

O fator epidemiolégico considerado neste estudo foi o habito
tabagista, considerando o individuo como: (a) tabagista, se consome 10
ou mais cigarros por dia no momento da entrevista ou se parou de fumar
h& menos de 30 anos (periodo ainda exposto ao risco), (b) ex-tabagista,
se interrompeu o habito tagabista ha mais de 30 anos antes do periodo
da entrevista, e (c) ndo-tabagista, se o individuo nunca possuiu o habito
ou fumava menos de 10 cigarros por dia.

O habito tabagista foi considerado pelo consumo de 10 cigarros
por dia, valor baseado em dados da literatura (Vittecoq et al., 2008;
Costenbader et al., 2006; Stold et al., 2003). Além disso, o tabagismo
contribui com o desenvolvimento da AR mesmo apds 20 anos de
interrupcdo do hébito (Vittecoq et al., 2008; Costenbader et al., 2006;
Stold et al., 2003), portanto, neste estudo foi extrapolado para 30 anos o
periodo de interrupcao desse habito (ex-tabagista) em busca de garantir
a auséncia deste fator de risco.

Os dados laboratoriais de pacientes com AR foram considerados:
FR positivo (valores superiores a 201U/mL), VHS superior a 19mm/h,
elevados niveis de CRP (acima de 5mg/L) e valor de DAS 28 maior ou
igual a 3,2. Além disso, verificou-se a presenga de FR sua relagdo com
habito tabagista.

Os fatores clinicos verificados em pacientes foram divididos em
manifestacdo articular (MA), presenca de sinovite e doenca erosiva, e



56

manifestagdo extra-articular (MEA), incluindo a presenca de fatores
relacionados & comorbidade em AR. Os sintomas caracterizados como
MEA foram: hipertensdo arterial sisttmica (HAS), dislipidemia,
osteoporose, depressao, diabetes, hipotireoidismo, sindrome metabdlica,
sindrome de Sjogren, fibromialgia, anemia, LES, nddulos reumatoides,
acometimento cardiaco e pulmonar.

Além do estudo de associacdo caso-controle, a presenca dos
genes KIR ativadores foram relacionados com a presenca de
manifestacdes clinicas em pacientes com AR, tais como a presenca de
FR, MA e MEA.

56 ANALISE ESTATISTICA

5.6.1 Teste de homogeneidade

O pardmetro de idade (subdividida em classes de 10 anos),
género e etnia foram submetidos a testes de homogeneidade, através do
¥* e p=0,05 foi considerado o limite de significancia. Este teste foi
realizado para conferir se as amostras de pacientes e controle eram
semelhantes entre si nesses aspectos epidemioldgicos.

5.6.2  Estimativa de frequéncias genotipicas

As frequéncias de presenca de cada gene foram calculadas por
contagem direta. Através do procedimento de genotipagem dos genes
KIR, ndo foi possivel diferenciar os individuos heterozigotos dos
homozigotos, pois apresentam 0 mesmo padrdo de bandas. Desta forma,
para verificar as frequéncias genotipicas, considera-se que a auséncia do
gene KIR ¢ recessiva. As frequéncias génicas (F) foram estimadas
através da férmula de Bernstein, sendo f a frequéncia observada da
presenca do gene na populacdo. Esta férmula considera as amostras
distribuidas de acordo com equilibrio de Hardy-Weinberg (Single et al.,
2008).

Formula de Bernstein:
F=1-yA-f)
F: frequéncia génica estimada
f: frequéncia da presenga do gene encontrada na populagéo
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5.6.3  Estudo de associagdo

A associacdo de determinados genotipos e dados clinicos e
epidemiolégicos com a susceptibilidade a AR foi verificada através de
tabelas de contingéncia 2x2 de acordo com o indice de odds ratio (OR).
Testes de associacdo foram realizados através de calculos de OR,
segundo a férmula:

axd

OR =
bXxc

T3S 1)

A condigdo “a” representa os individuos de pacientes com a
condigdo de risco ¢ “d” individuos controle com auséncia da condi¢do
de risco analisado, enquanto que “b” quantidade de pacientes com

[IPe )

auséncia do risco e “c” controle com presenga do risco em questdo
(Woolf, 1955).

Desta forma, quando o valor de OR for maior que 1,0 significa
gue a caracteristica avaliada pode estar associada a patogénese,
enquanto que OR menor que 1,0 indica que a caracteristica analisada
protege ao desenvolvimento da doenca, uma vez que esta condicdo é
mais frequente no grupo controle. Logo, valores de OR iguais ou
préximos a 1,0 significam que o fator avaliado ndo deve estar associado
a doenca em questdo. Os valores de OR foram considerados ao adotar
intervalo de confianga (IC) de 95% e considerando p<0,05 como valor
de significancia.
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

As amostras apresentaram prevaléncia de mulheres com idade
média de 53(x12) anos e com ascendéncia europeia (Tabela 5). As
distribuicdes dos dados epidemioldgicos, como género, idade, etnia e
habito tagabista, foram semelhantes entre pacientes com AR e controle

(p>0,05) (Tabela 5).

Tabela 5: Distribuicdo de dados epidemiolGgicos, tais como género, idade,
ascendéncia étnica e tabagismo em pacientes com artrite reumatoide (AR) e
controle ¢ o valor do y* do teste de homogeneidade verificado entre as duas

amostras.
AR Controle Teste de
% (n=147) % (n=164) homogeneidade
Género
Masculino 11,56 (17) 12,20 (20) L= 7,9x10%,
Feminino 88,44 (130) 87,80 (144) p>0,05
Idade (anos)
20230 2,72 (4) 3,66 (6)
31a40 8,84 (13) 10,37 (17)
41 a 50 22,45 (33) 25,00 (41) : 4808
51260 34,69 (51) 25,00 (55) );§>(6c)),_05 R
61a70 20,41 (30) 22,56 (37)
71280 10,20 (15) 4,88 (8)
81290 0,68 (1) 0,00 (0)
Média (+ DP) 54,95 (+12,22) 52,89 (+12,07)
Etnia
Euro-descendente 87,76 (129) 86,59 (142) .
Afro-descendente 8,84 (13) 10,37 (17) );gf())_OS 0,228,
Amerindio descendente 3,40 (5) 3,04 (5) '
Habito Tabagista
E tabagista 12,24 (18) 12,80 (21) )
Ex-tabagista 23,13 (34) 20,73 (34) oy 0,240,
Nunca foi tabagista 60,54 (89) 66,46 (109)

DP: desvio padréo; Xz(n): qui-quadrado, com indicacdo de graus de liberdade;
p=0,05 foi considerado significativo.
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6.2 DADOS CLINICOS DOS PACIENTES DE ARTRITE
REUMATOIDE

Elevados niveis de fator reumatoide (FR) estdo presentes na
maioria dos pacientes (64,70%), bem como altos valores do DAS28
(68,18%), VHS (67,48%) e CRP (59,68%). O acometimento articular
foi a principal forma de manifestacdo da doenca (83,33%), contudo a
manifestacdo extra-articular e de comorbidade acometeu 56,91% dos
pacientes com AR (Tabela 6).

Das 139 manifestacfes extra-articulares e de comorbidade
observadas, a hipertensdo arterial sisttmica (HAS) estava presente em
32% dos pacientes com AR, seguida por dislipidemia (26%),
osteoporose (12%), depressdo (5%), diabetes e acometimento cardiaco
(4%), hipotireoidismo, sindrome metabolica e acometimento pulmonar
(3%), sindrome de Sjogren e fibromialgia (2%) e outros fatores (anemia,
LES e nddulos reumatoides) acometeram 5% dos pacientes com AR.

Tabela 6: A frequéncia dos sintomas clinicos em pacientes com artrite
reumatoide. Os fatores analisados foram a presenca de elevados niveis de fator
reumatoide (FR), indice de atividade da doenca (DAS28), velocidade de
hemossedimentacdo (VHS) e proteina C-reativa (CRP). Além de observar a
forma de manifestagcdo da AR pela manifestagdo restrita a articulagdo (MA) ou
com manifestagéo extra-articular e comorbidades (MEA).

n total* Frequéncia % (n)

FR 117 61,54 (72)
DAS28 66 68,18 (45)
VHS 123 67,48 (83)
CRP 124 45,97 (57)
Manifestagéo articular (MA) 102 83,33 (85)
Manifestacdo extra-articular (MEA) 123 56,91 (70)

n: numero amostral; *n total é varidvel pela disponibilidade dos dados
analisados.
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Entre os dados epidemioldgicos verificou-se que ha prevaléncia
de individuos “ndo tabagistas” tanto em pacientes com AR quanto em
controle (Tabela 5). Ao realizar o estudo de associacdo deste habito
entre pacientes com AR e controle, observou-se que a presenca deste
habito ndo conferiu risco ao desenvolvimento de AR (p>0,05) (Tabela
7). No entanto, os pacientes tabagistas e ex-tabagistas conferiram um
risco elevado de apresentarem altos niveis de FR (OR=2,947, p=0,024)
em comparacdo aos nado tabagistas (Tabela 7). Enquanto que o0s
pacientes com AR ex-tabagistas possuiam maior frequencia de FR
positivo que pacientes ndo tabagistas, porém este valor foi proximo a
significancia (p=0,072) (Tablela 7). As frequéncias observadas nesta
andlise estdo presentes no apéndice A).

Tabela 7: Associacdo do habito tabagista entre pacientes com artrite reumatoide
(AR) e controle e entre a presenca de fator reumatoide (FR) em pacientes com
AR. O hébito tabagista e/ou ex-tabagista foi considerado um fator de risco no
desenvolvimento de AR e FR positivo.

AR e controle FR positivo
OR IC (95%) p OR IC (95%) p
Tabagista versus ndo 0,715-
tabagista 1,050 0,499-2,205 1,000 | 3,158 15.873 0,159
Tabagista e ex-tabagista 1,134-
versus nao tabagista 1,158 0,703-1,907 0,624 | 2,947 7823 0,024
Ex-tabagista versus néo | ) 5o o 6g0.0206 0562|2842 2924 0072
tabagista 9,096

OR: odds ratio; p<0,05 foi considerado significante; IC: intervalo de confianca
de 95%.

6.3 GENESKIR E ARTRITE REUMATOIDE

As frequéncias génicas obtidas (f) e frequéncias génicas
estimadas (F) dos genes KIR em pacientes com AR e controles estdo na
Tabela 8. O numero total de amostras (n) consideradas varia entre 0s
genes estudados devido a ndo amplificacdo do controle interno da PCR
em parte das amostras.
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Tabela 8: Presenca dos genes KIR, frequéncia da presenca do gene (f);
frequéncia génica estimada (F) em pacientes com artrite reumatoide (AR) e
controle.

Pacentes com AR Controle

n total f % (n) F n total f % (n) F

KIR2DL1 28 100,00 (28) 1,000 | 38 100,00 (38) 1,000
KIR2DL2 69  7681(53) 0518 | 75  70,67(53) 0,458
KIR2DL3 71 9437(67) 0,763 | 92  91,30(84) 0,705
KIR2DL4 106 100,00 (106) 1,000 | 87 100,00 (87) 1,000
KIR2DL5 59  71,19(42) 0463 | 76  7500(57) 0,500
KIR2DP1 107 100,00 (107) 1,000 | 94  98,94(93) 0,897
KIR2DS1 144 40,28 (58) 0,227 | 161  42,86(69) 0,244
KIR2DS2 142 61,27(87) 0378 | 161  50,93(82) 0,300
KIR2DS3 142 2887(41) 0157 | 148  3581(53) 0,199
KIR2DS4 146  93,84(137) 0,752 | 158 9557 (151) 0,790
KIR2DS5 144 34,03(49) 0,188 | 160  29,38(47) 0,160
KIR3DL1 62 100,00 (62) 1,000 | 65 100,00 (65) 1,000
KIR3DL2 70 100,00 (70) 1,000 | 70 100,00 (70) 1,000
KIR3DL3 107 100,00 (107) 1,000 | 124 100,00 (124) 1,000
KIR3DP1 89  9663(86) 0816 | 71 100,00 (71) 1,000
KIR3DS1 146 34,25(50) 0,189 | 151  3576(54) 0,199

n: tamanho da amostra é variavel pela ndo amplificacdo do gene controle
positivo da reacdo em cadeia da polimerase.

Verificou-se a presenca dos genes moldura KIR3DL3, KIR2DL4,
KIR3DL2 em todos os individuos (de pacientes com AR e controle).
Além destes, a presenca do pseudogene KIR3DP1 foi muito frequente
em pacientes com AR (96,63%) e presente em todos os individuos do
grupo controle, e o pseudogene KIR2DP1 presente em todos pacientes
com AR e ndo amplificou para apenas um individuo controle (Tabela 8).

A presenca dos demais genes inibidores foi frequente tanto em
pacientes com AR quanto em controle, sendo que os genes KIR2DL1 e
KIR3DL1 foram presentes em 100% dos individuos e o gene KIR2DL3
em mais de 90% de pacientes e controle. Enquanto os genes KIR2DL2 e
KIR2DL5 foram presentes em mais de 70% dos pacientes de AR e
controle (Tabela 8).
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Os genes KIR2DS3 e KIR2DS5 foram os menos frequentes em
pacientes com AR e controle entre 0s genes ativadores, esses presentes
em aproximadamente 30% dos individuos. Por outro lado, 0 gene
KIR2DS4 foi o mais frequente dos genes ativadores (mais que 90%) em
ambos os grupos. A frequéncia do gene KIR2DS2 foi a mais
diferenciada entre pacientes (61%) e controle (51%) (Tabela 8).

Apenas 0s genes KIR ativadores foram analisados no estudo de
associacdo entre AR e controle (Tabela 9). A presengca dos genes
KIR2DS2 e KIR2DS5 foram mais frequentes em pacientes com AR,
porém esta diferenca ndo foi significativa (p>0,05). Por outro lado, 0s
demais genes KIR ativadores foram mais frequentes em controle
(hipétese de protecdo & doenga) e o valor de p>0,05, logo estas
diferencas ndo foram signitificativas (Tabela 9) (Apéndice B).

Tabela 9: Anélise de suscetibilidade da presencga dos genes KIR ativadores com
artrite reumatoide (AR) e controles.

OR IC (95%) p
KIR2DS1 0,899 0,555-1,456 0,734
KIR2DS2 1,524 0,940-2,473 0,090
KIR2DS3 0,728 0,430-1,229 0,256
KIR2DS4 0,706 0,230-2,137 0,675
KIR2DS5 1,240 0,742-2,072 0,455
KIR3DS1 0,936 0,564-1,550 0,880

OR: odds ratio; IC: Intervalo de confianca de 95%; p<0,05 foi considerado
significante.

6.4 GENES KIR E SUA INFLUENCIA NOS FATORES CLINICOS
DA ARTRITE REUMATOIDE

A presenca dos genes KIR ativadores foi avaliada na
suscetibilidade de fatores clinicos dos pacientes com AR e em controle
(Tabela 10) (Apéndice C e D).

Ao analisar a presenca dos genes KIR com fatores clinicos nos
pacientes com AR em comparagdo aos controles, observou-se que 0s
genes KIR2DS2 e KIR2DS5 foram mais frequentes em pacientes com
AR que apresentaram FR positivo, MA positivo, MEA positivo e
presenca de MA e MEA concomitantemente. A presenca do gene
KIR2DS2 aumentou 2,3 vezes a chance de um individuo apresentar AR
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com MEA quando comparado ao controle, IC 95% 1,211-4,441 e
p=0,010. A presenca deste gene também foi mais frequente em
pacientes de AR que possuem MA e MEA (OR=2,064, IC 0,968-
4,446), embora p ndo fora significante (p=0,062). Por outro lado, a
frequéncia do gene KIR2DS4 foi maior em controles que pacientes de
AR que apresentaram MA (OR=0,305, IC 95% 0,090-1,029), com o
valor de p préximo a significancia (p=0,057).

Na andlise dos genes KIR e sua influéncia na presenca dos
fatores clinicos em pacientes com AR, verificou-se que os genes KIR
ativadores foram menos frequentes em pacientes com FR positivo do
gue FR negativo. Destacando o gene KIR3DS1, cujo valor de OR=
0,448 embora p=0,073, com diferenca ndo significativa. Quanto a
presenga da MA, os testes estatisticos mostram que os genes KIR
ativadores ndo influenciam neste fator clinico.

Os pacientes com AR que apresentaram MEA possuem maior
frequéncia da presenca dos genes KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2SD4 e
KIR3DS1 que o0s pacientes sem esta condicdo, porém ndo foi
significativo (p>0,05). Enquanto que todos os genes KIR ativadores
foram mais frequentes (OR> 1,3) em pacientes com AR que possuem
MA e MEA concomitantemente do que os pacientes sem esta condigéo,
no entanto p>0,05 (Tabela 10).



Tabela 10: Associac8o da presenca dos genes KIR ativadores com dados clinicos em pacientes com artrite reumatoide e
controles. Presenca (positivo ou +) de elevados niveis de fator reumatoide (FR+/-), manifestagdo articular (MA+/-) e/ou
manifestacdo extra-articular (MEA+/-) foram considerados fatores de risco entre pacientes e entre paciente e controle (C).

KIR2DSL KIR2DS2 KIR2DS3 KIR2DSA KIR2DS5 KIR3DSL

OR(IC95%) p OR(IC9%) p |OR(IC95%) p |OR(IC95%) p |OR(IC95%) p |OR(IC95%) p
FR+ versus| 0,722 1,429 0,676 0,502 1,037 0,665
C (0,392-1,326) 3%%(0,783-2,610) 2 "1(0,349-1,304) 272 (0,144-1,766) 26 (0,542-1,979) 109 (0 344-1,278) 0247
FR + 0,692 0,855 0,784 0,774 0,832 0,448
versus FR- |(0,295-1,623) *68(0,350-2,028) %1852 (0,313-1,970) %723 (0,144-3,755) 1 0% (0,341-2,039) ©87 (0, 187-1,069) 073
MA+ 0,880 1,489 0,687 0,305 1,361 0,998
versus C  1(0,495-1,562) %743 (0,842-2,638) %180 (0 366-1,284) 267 |(0,090-1,029) %:%%7 (0,746-2,480) ©:3%3|(0 550-1,807) 100
MA+ 0,743 1,159 0,639 0,469 0,943 1,019
versus MA-(0,232-2,386) 7 4(0,320-4,136) 1999 (0,184-2,258) %:6%° (0,020-4,474) 810 278-3 281) 1090 306-3,478) 1-0O°
MEA+ 0,775 2312 0,916 0,664 1,002 0,998
versus C  (0,361-1,227) 2212 (1,211-4,241) %919 0 478-1,749) 8% (0,146-3 401) “84° (0 512-1,951) 0% (0,529-1,878) 1000
MEA+ 2,966

0,886 2133 1,619 : 0,724 1,250
VErsUs 5 306-1,082) /8% (0,035-4,892) 074 (0,662-3,904) 0342 (0589~ 025115 313 1 674)0:529 (0 544-2,887) 0705
MEA- 16,509)
MAe
0,790 2,064 0,836 0,997 1,161 0,991

A 0373-1,664) %% (0,968-4.446) % (0,383-1,811) *"°° (0,180-7,207) 10 0.529-2,529) ° %27 (0,466-2,004) H O
MA/MEA+ 1481 8,571 2333 1,338 2,414 8,390
versus (0.212- 0987 (0.764- 0103 (0221- 0776 (0,002- 1000 (0.228- 0750 (0533 0,211
MA/MEA- | 12,593) 218,319) 56,053) 33,967) 58,083) 4801,183)

OR: odds ratio; IC: Intervalo de confianca de 95%; p<0,05 foi considerado significante






7  DISCUSSAO
7.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS

Dentre as amostras analisadas verificou-se prevaléncia do género
feminino (Tabela 5), semelhante a outros estudos com a AR que
corroboraram que esta doenga acomete mais mulheres que homens
(Tobdn, Youinou, Saraux, 2010; Mota et al., 2010; Louzada-Junior et
al., 2007; Alamanos e Drosos, 2005). A proporcdo de género encontrada
neste estudo foi de 7,6 mulheres para 1 homem acometido pela doenca,
valor superior aquela encontrada na literatura onde a razdo varia entre
2:1 e 3:1 (Tobdn, Youinou, Saraux, 2010; Alamanos e Drosos, 2005;
Symmons, 2002). Por outro lado, estudos com pacientes brasileiros com
AR tém demonstrado prevaléncia de mulheres maior que a razdo
mundial, obtendo uma proporcéo superior a 5 mulheres para 1 homem
acometido pela doenca (Corbacho e Dapueto, 2010; Ide et al., 2011,
Louzada-Janior et al., 2007; Teixeira et al., 2007; Senna et al., 2004).
Desta forma, a composicdo de género nos pacientes com AR no Brasil
parece se comportar diferentemente de outras populacdes, tal fato pode
ser verificado no estudo comparativo de pacientes com AR no Brasil e
na Espanha (Ide et al., 2011).

O motivo da prevaléncia de mulheres na AR ainda é incerto,
embora acredita-se que o fator hormonal teria uma importante influéncia
no desenvolvimento da patogénese. A diferenca entre os géneros estaria
associada as diferencas na atividade da doenca do que na patogénese em
si, possibilitando a pesquisa de outros fatores epidemioldgicos
relacionados ao surgimento da AR (Tobdn, Youinou, Saraux, 2010;
Carmona et al., 2010; Alamanos, Voulgari, Drosos 2006; Alamanos e
Drosos, 2005; Symmons, 2002).

Os pacientes acometidos pela AR possuem média de idade
préxima a 50 anos com varia¢do de + 12 anos neste estudo (Tabela 5),
semelhante a diversos estudos encontrados na literatura (Ide et al., 2011,
Mota et al., 2010; Tobdn, Youinou, Saraux, 2010; Corbacho e Dapueto,
2010; Louzada-Junior et al., 2007; Teixeira et al., 2007; Senna et al.,
2004).

Neste estudo houve a predominancia de pacientes euro-
descendentes (87,76%), bem como ocorreu no estudo brasileiro
realizado no Estado de S&o Paulo por Louzada-Junior et al. (2007).
Interessantemente, outros estudos brasileiros realizados com pacientes
nordestinos (Maceid, Alagoas) e mineiros (Montes Claros, Minas
Gerais) relataram que a maioria dos pacientes com AR foram



68

classificados como “nao-brancos” (Teixeira et al., 2007; Senna et al.,
2004). A partir disso, é importante ressaltar que a amostra deste estudo é
proveniente do Estado de Santa Catarina o qual possui um histérico de
migracdo prevalente de euro-descendente que se diferencia de varias
regides do Pais (Pena et al., 2011; Santos et al., 2010; Salzano e Freire-
Maia, 1970).

Esta diferenca da composicdo étnica dos pacientes com AR
poderia estar relacionada as diferentes formas de classificacdo étnica,
gue ora sao restritas a cor de pele, ora sdo formadas a partir de
informacgGes sobre ascendéncia do pacientes. Enquanto que no presente
estudo foram consideradas ambas as informac@es para a classificacdo
étnica das amostras. Infelizmente ndo hd como padronizar tais
procedimentos de classificagfes fenotipicas, entretanto vém crescendo a
utilizagdo de ferramentas moleculares que auxiliam no conhecimento da
estruturacdo étnica das populagdes miscigenadas mediante 0s
marcadores informativos de ancestralidade (AIMs — do inglés, Ancestry
Informative Markers) (Galanter et al., 2012).

A classificacdo étnica das amostras é importante, pois se acredita
que alguns grupos étnicos tenham maior risco de desenvolver a AR que
outros, justamente pela interacdo genética e ambiental que cada
populacdo estd suscetivel. A analise entre populacBes com background
genético semelhante permite que fatores ambientais (ou estilo de vida)
possam ser investigados como fatores ndo genéticos, os quais podem
influenciar na patogénese de uma doenca complexa como a AR (Tobdn,
Youinou, Saraux, 2010; Alamanos e Drosos, 2005).

Além dos dados epidemioldgicos, foram analisados alguns fatores
clinicos como indice de atividade da doenca (DAS28), condicdo
inflamatéria (CRP, VHS, FR) e forma de MA e MEA que foram
observados de forma heterogénea entre os pacientes com AR. Ao
analisar o grau de atividade da doenca, verificou-se que em 68,18% dos
pacientes com AR possuiam o valor de DAS28 >3,2 (atividade
moderada e/ou alta), uma frequéncia inferior a outros estudos que
encontraram este indice em 73,5% (Corbacho e Dapueto, 2010) ou em
todos os pacientes com AR (DAS >5,2) (Teixeira et al., 2007).

Os testes de fase aguda (como VHS e CRP) sdo marcadores de
inflamacgdo utilizados no monitoramento da atividade da doenca e
resposta a tratamento (Farng e Friedrich, 2011). Observou-se que
elevados valores de VHS e CRP séo mais frequentes em pacientes com
AR do que em individuos ndo afetados pela doenca (controle), sendo
p<0,001 (Teixeira et al., 2007). Neste estudo os elevados valores de
VHS e CRP estdo presentes em 67,48% e 45,97% dos pacientes com
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AR respectivamente, no entanto estas frequéncias sdo inferiores a outro
estudo no qual VHS e CRP estdo presentes em mais de 70% dos
pacientes com AR (Mota et al., 2010).

O FR positivo é considerado um marcador para AR, sendo que
sua positividade foi mais frequente em pacientes com AR que
individuos controle, p<0,001 (Teixeira et al., 2007). Além do que, a
frequéncia do FR positivo foi maior em pacientes com AR com menos
de 50 anos, em comparagdo com pacientes com mais de 50 anos (Silva
et al., 2006a). No presente estudo 61,54% dos pacientes com AR tinham
FR positivo, frequéncia superior a encontrada por Mota et al. (2010) de
49,23% e inferior que 70% encontrado por Louzada-Janior et al. (2007)
e 100% de presenca do FR em pacientes com AR (Teixeira et al., 2007).

Neste estudo os pacientes com AR apresentaram MA (83,33%) e
MEA (56,91%), sendo que outro estudo demonstrou que apenas 23,3%
dos pacientes com AR tinham alguma MEA (Louzada-Junior et al.,
2007). Esta maior frequéncia de MAE em pacientes com AR no presente
estudo pode estar relacionada com o fato de inclusdo de caracteristicas
de comorbidade neste grupo. Uma vez que as principais MEA
encontradas neste estudo foram HAS (32%), dislipidemia (26%),
osteoporose (12%), acometimento cardiaco (4%), acometimento
pulmonar (3%), sindrome de Sjogren (2%). Enquanto que outros estudos
brasileiros encontraram como MEA mais comuns o0s nddulos
reumatoides em cerca de 30% dos pacientes, seguido pela sindrome de
Sjogren (28% e 11,3 %) e envolvimento pulmonar (15% e 7,5%)
(Louzada-Janior et al., 2007; Corbacho e Dapueto, 2010). No entanto, a
anemia foi considerada uma importante MEA encontrada em 18,46%
dos pacientes com AR (Mota et al., 2010).

Entre os fatores ambientais o tabagismo é o mais associado com a
AR, sendo que pode influenciar tanto no risco de desenvolvimento da
AR quanto no curso da doenga (Tobdn, Youinou, Saraux, 2010;
Alamanos e Drosos, 2005; Albano, Santana-Sahagun, Weisman, 2001).
No presente estudo ndo houve associacdo do tabagismo com o
desenvolvimento da AR, porém os individuos que sdo tabagistas e ex-
tabagistas possuem um risco elevado de desenvolver FR, OR=2,947 e
p=0,024 (Tabela 7). Interessantemente, os individuos que foram
tabagistas, ou seja, pararam com o habito ha mais de 30 anos que
apresentaram o FR positivo foram mais frequentes que os individuos
ndo tabagistas (OR=2,842), no entanto esta diferenca nao foi
significativa (p=0,072). A presenca do FR em elevados niveis foi
associada ao tabagismo (Stolt et al., 2003; Albano, Santana-Sahagun,
Weisman, 2001). Além disso, acredita-se que o habito tabagista esteja
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relacionado ao desenvolvimento do FR independentemente da AR
(Silman e Pearson, 2002).

O hébito tabagista é considerado um importante fator de risco da
incidéncia e severidade da AR. Desta forma, o tabagismo foi
relacionado com fatores clinicos tais como MEA a vasculite,
acometimentos pulmonares e cardiacos (Stolt et al., 2003; Albano,
Santana-Sahagun, Weisman, 2001). Esta associa¢éo do tabagismo com
fatores clinicos da AR deve estar relacionada com a condicdo
inflamatdria presente na AR, como o desenvolvimento de marcadores
inflamatdrios da AR, elevados valores de VHS e CRP (Silva et al.,
2006a) e presenca de autoanticorpos ACPA, além do FR (Klareskog,
Catrina, Paget, 2009).

7.2 OS GENESKIR
7.2.1  Analise de frequéncia dos KIR em populagfes brasileiras

As frequéncias dos genes KIR da amostra controle foram
comparadas com outros estudos populacionais realizados no Brasil, tais
como nos Estados do Parana (Curitiba e Maringd), Rio Grande do Sul
(Porto Alegre), Sdo Paulo (Sdo Paulo), Minas Gerais (Belo Horizonte),
Rio de Janeiro (Rio de Janeiro) e Amazodnia (tribos indigenas). E
importante lembrar que esta amostra de controles ndo representa a
populacdo de Santa Catarina por ter sido pareado de acordo com o perfil
dos pacientes com AR (Apéndice E).

Os genes inibidores KIR2DL1, KIR2DL4, o pseudogene
KIR2DP1 e gene ativador KIR2DS2 apresentaram frequéncias
semelhantes a outros estudos brasileiros (Augusto et al., 2011,
Hollenbach et al., 2010; Jobim et al., 2010a; Rudnick et al., 2008;
Ewerton et al., 2007; Morgun et al., 2004). O pseudogene KIR3DP1
estava presente em todos os individuos neste trabalho, bem como no
Unico trabalho brasileiro populacional que analisou este gene realizado
em Maringa (PR) (Rudnick et al., 2008).

As frequéncias dos genes KIR2DL2 e KIR2DL3 encontradas
foram respectivamente 70,6% e 90% e foram maiores que aquelas
encontradas por outros estudos brasileiros (Augusto et al., 2011,
Hollenbach et al., 2010; Jobim et al., 2010a; Rudnick et al., 2008;
Ewerton et al., 2007; Morgun et al., 2004). No entanto, o gene
KIR2DL3 possui uma frequéncia semelhante no estudo de Belo
Horizonte (MG) cuja frequéncia foi 94,4% (Hollenbach et al., 2010). O
gene KIR2DL5 teve uma frequéncia de 75% e foi maior que a maioria
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dos estudos brasileiros, exceto na populacdo amerindia (Amazdnia) na
qual este gene esteve presente em 85% dos individuos (Ewerton et al.,
2007).

Os genes KIR2DS1, KIR2DS5 e KIR3DS1 foram frequentes em
40%, 30% e 35% dos individuos respectivamente, semelhantes a outras
populagdes brasileiras (Augusto et al., 2011; Hollenbach et al., 2010;
Jobim et al., 2010a; Rudnick et al., 2008; Ewerton et al., 2007; Morgun
et al., 2004). Entretanto, as frequéncias dos genes KIR2DS1 (88%),
KIR2DS5 (90%) e KIR3DS1 (70%) foram maiores na populacdo
amerindia (Ewerton et al., 2007). Por outro lado, o gene KIR2DS3 foi
menos frequente em amerindios (10%) que nos demais estudos
brasileiros (Ewerton et al., 2007), incluindo o estudo presente no qual
este gene foi presente em 35,8% dos individuos.

Os genes KIR2DS4 e KIR3DL1 foram muito frequentes nas
amostras controle deste estudo, representando respectivos 95,6% e
100% dos individuos, de forma semelhante aos outros estudos
brasileiros (Augusto et al., 2011; Hollenbach et al., 2010; Jobim et al.,
2010a; Rudnick et al., 2008; Ewerton et al., 2007; Morgun et al., 2004).
Porém, em S&o Paulo (SP) e Amazbnia (AM) as frequéncias dos genes
KIR2DS4 (38,2% e 78%) e KIR3DL1 (87,3% e 65%) foram inferiores as
encontradas no presente estudo (Morgun et al., 2004; Ewerton et al.,
2007).

Interessantemente, 0s genes inibidores KIR2DL2, KIR2DL3,
KIR2DL5, KIR3DL1 e os ativadores KIR2DS1, KIR2DS3, KIR2DS4,
KIR2DS5 e KIR3DS1 foram distribuidos diferentemente na amostra da
Amazo0nia, esta composta por individuos de tribos indigenas da regido,
ao se comparar com as demais populagdes brasileiras estudadas. De fato,
isso corrobora a importancia de compreender a composi¢do étnica e
genética das populacBes em estudos caso-controle e epidemioldgicos,
principalmente tratando-se de marcadores genéticos com importancia
imunoldgica como os KIR e em uma populagdo miscigenada como a
brasileira (Pena et al., 2011; Santos et al., 2009). Como as frequéncias
destes genes sdo distintas entre populagdes de composicdo étnica
diferente, os resultados obtidos nos estudos de associacdo genética
podem ser espurios, pois a associagdo encontrada pode estar relacionada
com o background genético da amostra e ndo com a doenca avaliada em
si.

Quanto as frequéncias de outros genes KIR encontradas neste
estudo que foram distintas dos estudos realizados em popula¢bes
miscigenadas (SP e MG), percebeu-se que a amostragem populacional
destes estudos foi pequena (55 e 90 individuos respectivamente)
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(Morgun et al., 2004; Hollenbach et al., 2010); fato que poderia
mascarar a deteccdo das frequéncias destes genes (Middleton, Meenagh,
Wright, 2007). Além disso, é importante destacar que no presente
trabalho os genes KIR inibidores e pseudogenes possuem o tamanho
amostral (n) reduzido pela ndo amplificacdo dos individuos pela técnica
de PCR, o que também poderia alterar as frequéncias reais destes genes
na populacdo amostrada do Estado de Santa Catarina.

7.2.2 Analise de frequéncias dos KIR em artrite reumatoide e
doencas autoimunes

As frequéncias dos genes KIR das amostras de AR deste estudo
foram comparadas com outros estudos com AR publicados em diversas
regides do mundo (Middleton, Meenagh, Wright, 2007; Majorczyk et
al.,, 2007; Yen et al., 2006; Yen et al., 2001) e com outras doencas
autoimunes analisadas em populac@es brasileiras, tais como Diabetes
Tipo 1 (DT1) (Jobim et al., 2010b), Esclerose Sistémica (ES) (Salim et
al., 2010), Lapus Eritematoso Sistémico (LES) (Coélho, 2011; Pedroza
et al., 2011) e Pénfigo Foliaceo (PF) (Augusto et al., 2012a). Os estudos
com doencas autoimunes foram realizados na regido sul do Pais, exceto
estudo com LES no Paré (Pedroza et al., 2011) (Apéndice F).

Os genes inibidores KIR2DL4, KIR3DL1, KIR3DL2 e KIR3DL3,
pseudogene KIR2DP1 e o ativador KIR2DS3 apresentaram frequéncias
semelhantes aos estudos com AR (Middleton, Meenagh, Wright, 2007;
Majorczyk et al., 2007; Yen et al., 2006; Yen et al., 2001) e com outras
doencas autoimunes (Augusto et al., 2012a; Coélho, 2011; Pedroza et
al., 2011; Jobim et al., 2010b; Salim et al., 2010). O pseudogene
KIR3DP1 foi encontrado em todos os individuos, bem como no Unico
estudo que analisou este marcador (Augusto et al., 2012a).

As frequéncias dos genes KIR2DL1 (100%) e KIR2DL3 (94,4%)
encontradas neste estudo foram semelhantes aquelas de outros estudos
de AR e outras doencas autoimunes (Middleton, Meenagh, Wright,
2007; Majorczyk et al., 2007; Yen et al., 2006; Yen et al., 2001;
Augusto et al., 2012a; Coélho, 2011; Pedroza et al., 2011; Jobim et al.,
2010b; Salim et al., 2010). No entanto, no estudo com AR em Taiwan
estes genes foram bem menos frequentes, com apenas 12,5% e 57%
respectivamente (Yen et al., 2006).

As frequéncias dos genes KIR2DL2 (76,8%) e KIR2DL5 (71,2%)
foram semelhantes com estudos realizados com LES (Coélho, 2011,
Pedroza et al., 2011), contudo estes genes foram mais frequentes que
outros estudos com AR e doencas como DT1, ES, PF (Jobim et al.,
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2010b; Salim et al., 2010; Augusto et al., 2012a). Por outro lado, as
frequéncias dos genes KIR2DS5 e KIR3DS1 foram maiores em estudos
com LES (Coélho, 2011; Pedroza et al., 2011) do que as frequencias
destes genes no presente estudo (34% e 34,3%) e de outros estudos com
AR e outras doengas autoimunes.

O gene KIR2DS1 esteve presente em 40% dos individuos com
AR semelhantemente com estudo com AR no Reino Unido (Middleton,
Meenagh, Wright, 2007) e com DT1 (Jobim et al., 2010b), ES (Salim et
al., 2010) e PF (Augusto et al., 2012a). Todavia, este gene foi mais
frequente (maior que 50%) em estudo norte-americano com AR (Yin et
al., 2001) e nos estudos com LES (Coélho, 2011; Pedroza et al., 2011).
Enquanto em Taiwan este gene estava presente em apenas 9,7% dos
pacientes com AR (Yen et al., 2006).

O gene KIR2DS2 foi ligeiramente mais frequente neste estudo
(61,3%) do que nos outros (Middleton, Meenagh, Wright, 2007;
Majorczyk et al., 2007; Yen et al., 2001; Augusto et al., 2012a; Coélho,
2011; Pedroza et al., 2011; Jobim et al., 2010b; Salim et al., 2010),
sendo que a menor frequencia deste gene foi observada em pacientes
com AR de Taiwan, presente em apenas 25% dos pacientes com AR
(Yen et al., 2006).

O gene KIR2DS4 estava presente em 93,8% dos individuos com
AR de forma semelhante aos outros estudos com AR (Middleton,
Meenagh, Wright, 2007), DT1 (Jobim et al., 2010b), ES (Salim et al.,
2010), LES (Coélho, 2011; Pedroza et al., 2011) e PF (Augusto et al.,
2012a). No entanto, este gene foi menos frequente nos estudos com AR
realizado na Poldnia (30,5%) e Taiwan (20,8%) (Majorczyk et al., 2007;
Yen et al., 2006).

As analises comparativas das frequéncias dos genes KIR em AR
do presente estudo com outros estudos com AR, permitiu-se observar
que as frequéncias destes genes em individuos com AR de etnia oriental
(Taiwan) diferenciaram-se das frequéncias dos demais estudos (Yen et
al., 2006). De fato, outros estudos que avaliaram os genes KIR e AR
foram realizados em populagBes caucasianas ou descendentes de
europeus (Middleton, Meenagh, Wright, 2007; Majorczyk et al., 2007;
Yen et al., 2001), cuja composicao étnica é semelhante a populagéo do
presente estudo, miscigenada com predominancia de euro-descendentes.

A frequéncia do gene KIR2DS4 encontrada no presente e nos
demais estudos se diferenciou do estudo realizado em poloneses com
AR. E importante salientar que este trabalho da Polénia detectou tanto a
presencga/auséncia deste gene quanto a delegdo de 22 pares de bases do
KIR2DS4, que, por sua vez, leva a tradugdo de um receptor ndo
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funcional (Maxwell et al., 2002). Como o0 presente e 0s demais estudos
consideraram apenas a presenca e auséncia deste gene, a frequéncia do
mesmo em poloneses nao foi considerada nesta analise.

A partir das comparagdes das frequéncias génicas deste presente
estudo com outras doencas autoimunes avaliadas no Brasil, a maioria
dos genes tiveram frequéncias muito semelhantes, permitindo a
observacdo de sobreposicdo genética e, talvez, imunopatolégica entre
estas doengas. Alias, as populacfes avaliadas possuiam a composicdo
étnica semelhante, maioria do sul do Pais. No entanto, em ES 0s genes
KIR2DL2 e KIR2DS1 foram menos frequentes e em LES o0s genes
KIR2DS2 e KIR3DS1 foram mais frequentes em comparagao aos outros
estudos. Desta forma, estes genes com frequéncias diferenciadas nestas
doencas poderiam estar relacionados com o desenvolvimento destas
patogéneses especificamente.

Alguns genes KIR no presente estudo, KIR2DL2, KIR2DLS5,
KIR2DS1 e KIR2DS2, foram mais frequentes que em outras doencas,
como DT1, ES, PF e LES. Provavelmente, estes genes possam estar
mais envolvidos com o desenvolvimento da AR do que em outras
doencas autoimunes. Entretanto, vale destacar, novamente, que 0
tamanho amostral (n) pequeno de alguns genes KIR poderia influenciar
na determinacdo das frequéncias génicas dos genes KIR em pacientes
com AR em Santa Catarina.

7.3 ASSOCIACAO DOS GENES KIR E A ARTRITE
REUMATOIDE

As frequéncias dos genes KIR foram semelhantes entre pacientes
e controles. Ao analisar a suscetibilidade dos genes KIR ativadores com
AR, 0 gene KIR2DS2 foi mais frequente em pacientes (OR=1,52,
p=0,090), porém esta diferenca ndo foi significativa, bem como os
demais genes KIR ativadores ndo foram associados ao desenvolvimento
da patogénese (p>0,05).

A ndo associacdo do polimorfismo de auséncia e presenca dos
genes KIR analisados nesse estudo foi semelhante aos resultados de
estudos com AR no Reino Unido (Middleton, Meenagh, Wright, 2007),
na Poldnia (Majorczyk et al., 2007) e nos E.U.A (Yen et al., 2001) os
guais ndo encontraram associagdo com genes KIR ativadores nem com
os inibidores. Contudo, tanto a presenca do gene ativador KIR2DS4
quanto do gene inibidor KIR2DL1 foi associada com o desenvolvimento
de AR em um estudo caso-controle em Taiwan (OR>1,9, p<0,02) (Yen
et al., 2006).
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A associacdo encontrada somente em pacientes com AR de
origem oriental (Taiwan) (Yen et al., 2006) difere dos resultados
encontrados em estudos de paises europeus e dos E.U.A, os quais
possuem a ascendéncia ou sdo predominantemente europeias
(Middleton, Meenagh, Wright, 2007; Majorczyk et al., 2007; Yen et al.,
2001). Portanto, este fato destaca que a composi¢do étnica dos estudos
deve ser considerada nestes estudos de suscetibilidade. Por isso,
também, o presente estudo foi realizado para avaliar se haveria
associacdo desses genes com AR em uma populagdo miscigenada com a
brasileira, uma vez que este é o primeiro trabalho que avalia esses genes
com AR no Brasil.

7.4 ASSOCIACAO DOS KIR E OUTRAS DOENCAS
AUTOIMUNES

As doencas autoimunes possuem caracteristicas
imunopatoldgicas semelhantes entre si, ocorrendo sobreposicdo de
associagdes genéticas, por isso é possivel comparar as caracteristicas no
desenvolvimento e manutencdo das patogéneses autoimunes (Tobdn et
al., 2012; Schleinitz et al., 2010; Baranzini, 2009; Lettre e Rioux 2008).
Nesta secdo foram avaliados os estudos de suscetibilidade dos genes
KIR ativadores com outras doencgas autoimunes encontrados na literatura
(Apéndice G).

A presenca de mais de trés genes KIR ativadores conferiu
protecdo ao pénfigo foliaceo (PF), bem como a porpor¢do de genes
ativadores e inibidores foi maior em controle (Augusto et al., 2012b).
No entanto, em pacientes com diabetes tipo 1 (DT1) houve um aumento
no numero de genes ativadores em comparagdo com controle (p=0,049)
(Van der Slik et al., 2003). Esta andlise quantitativa do nimero de genes
KIR ativadores presentes ndo foi realizada neste estudo, pois ndo foram
avaliados os genes inibidores no estudo de associagao.

O gene ativador KIR2DS1 foi mais frequente em pacientes com
psoriase, presente em 85% pacientes na Poldnia (p<0,001) (Luszczek et
al., 2004), em 45% pacientes do Japdo (p<0,05) (Suzuki et al., 2004), e
em pacientes da Suécia o risco (OR) foi de 1,47 no desenvolvimento da
patologia (p=0,01) (Holm et al., 2005). Por outro lado, a presenca deste
gene conferiu protecdo ao desenvolvimento de LES, OR=0,434 e
p<0,001 (Coélho, 2011). Todavia, outro estudo com llpus eritematoso
sisttmico (LES) observou que a presenca do par de genes KIR2DS1 e
KIR2DL2 conferiu um risco ao desenvolvimento da patogénese (Hou et
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al., 2011). O gene KIR2DS1 ndo foi associado ao desenvolvimento da
AR, no presente estudo (OR=0,899 e p>0,05)

A combinagdo da presenga do gene ativador KIR2DS2 com seu
respectivo ligante HLA foi mais frequente em pacientes com diabetes
tipo 1 (DT1) (49%) que em controle (41%), p=0,030 (van der Slik et al.,
2003). Por outro lado, a auséncia de KIR2DS2 e a presenca de seu
ligante HLA-C1 conferiu o risco de 1,97 ao desenvolvimento de DT1
(p=0,004), enquanto que na auséncia de KIR2DS2 e de seu ligante HLA-
C1l houve protecdo ao desenvolvimento desta patologia (OR=0,55,
p=0,02) (Zhi et al., 2011). Além do mais, a presenca do par KIR2SD2 e
ligante HLA combinado com a auséncia do par gene inibidor KIR e
ligante aumentou o risco de desenvolver DT1 (49%, p=0,035) (van der
Slik et al., 2003). Neste presente estudo, o gene KIR2DS2 foi mais
frequente em pacientes com AR (OR=1,524), porém este resultado foi
préximo a significancia p=0,090.

A presenca do gene ativador KIR2DS2 combinada com a
auséncia do gene inibidor KIR2DL?2 foi associada a esclerose sistémica
(OR=19,3, p<0,001) e foi frequente em 15,71% dos pacientes com
sindrome de Sjogren (p=0,01) e em 27% dos pacientes com artrite
psoriatica (p<0,001) (Salim et al., 2010; Lowe et al., 2009; Nelson et
al., 2004; Martin et al., 2002).

A presenga de ambos os genes ativadores KIR2DS1 e KIR2DS2
esteve presente em 80% dos pacientes com escleroderma (p=0,02), bem
como a combinagdo do gene KIR2DS2 com a auséncia do gene inibidor
KIR2DL2 foi frequente em 11,8% dos pacientes, p=0,005 (Pellet et al.,
2007; Momot et al., 2004). Além disso, a presenca de KIR2DS1 e
auséncia de KIR2DS2 concomitantemente foi frequente em 23% dos
pacientes com escleroderma (p=0,01) e 19% dos pacientes com LES
(p=0,04) (Pellet et al., 2007), além de conferir um risco de desenvolver
LES (r=0,258, p<0,001) (Pedroza et al., 2011).

As presencas do par de genes ativadores KIR2DS1 e KIR2DS3 e 0
par KIR2DS1 e KIR2DS5 foram mais frequentes em controle que em
pacientes com psoriase, OR=0,2 e p<0,005 (Ptoski et al., 2006).
Enquanto que a combinagdo dos genes KIR2DS2, KIR2DS5 e KIR3DS1
foram presentes em 33,33% dos pacientes com LES em relagdo ao
controle (19,6%), p=0,01 (Pedroza et al., 2011). Contudo, a presenca
somente do gene ativador KIR2DS5 conferiu risco de 4,3 vezes de
desenvolver LES, p<0,001 (Coélho, 2011). Este gene foi mais frequente
em pacientes com AR que em controles no presente estudo, porém este
valor ndo foi significativo (OR=1,24 e p=0,455).
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Quanto a presenca do gene ativador KIR3DS1 sozinho, ou em
combinacgdo com inibidor KIR3DL1 e presenca do alelo KIR3DS1*013
conferiram um risco (OR) maior que 3,0 ao desenvolvimento de
espondilite anquilosante (p<0,03). Enquanto que a presenga do alelo
KIR3DL1*004 e a auséncia de ambos KIR3DL1 e KIR3DS1 foram
maiores nos controles que no grupo de pacientes, OR=0,44 e p= 0,045;
OR=0,11 e p=0,032 respectivamente (Wang et al., 2012; Diaz-Pefia et
al., 2010). Interessantemente, a presenca do gene KIR3DS1 conferiu
protecdo ao LES (OR=0,562 e p=0,009) (Coélho, 2011) e ao pénfigo
foliAceo na presenca de seu ligante HLA-Bw4 (OR=0,34 e p<107?)
(Augusto et al., 2012b), porém ndo foi associado ao desenvolvimento da
AR no presente estudo, OR=0,936 e p>0,05).

O fato de ndo ter sido encontrada associacdo dos genes KIR
ativadores com AR pode ter relagcdo ao baixo nimero amostral deste
estudo, o que pode ter mascarado a variabilidade dos genes KIR na
populacéo estudada. E importante destacar que o polimorfismo avaliado
destes genes foi a sua presenca ou auséncia. Desta forma, outras
variabilidades genéticas destes genes poderiam estar relacionadas com a
patogénese, tais como diversidade alélica de cada gene KIR, analise de
perfil genético dos KIR, interacdo com os seus ligantes HLA e outros
genes relacionados com mecanismo de regulagdo das células NK.

Também, é interessante destacar que outros estudos que
avaliaram a associacdo entre os genes KIR e a AR ndo encontraram
resultados significativos, exceto o estudo realizado com pacientes de
Taiwan. Isso evidencia a importancia de compreender a composi¢do
étnica da populacdo estudada, pois em orientais a distribuicdo genética
dos KIR parece se diferenciar das demais populagbes composta por
individuos euro-descendentes. Além de poucos estudos realizados na
verificacdo da variabilidade genética dos receptores KIR e
suscetibilidade a AR, ha poucas informacdes na literatura sobre a funcéo
destes polimorfismos e sua relagdo com os ligantes HLA na
imunopatologia da AR.

Ao considerar que a AR é uma doenca complexa que envolve
uma grande rede imunoldgica, ndo esta clara a real funcdo das células
NK nesta patologia. No entanto, sabe-se que as células NK agem por
diversas vias de interacdes celulares através de outros receptores além
dos KIRs e em diversos aspectos da patologia da AR. Uma vez que as
células NK apresentam fendtipo distinto e sdo mais frequentes no
liquido sinovial que no sangue de pacientes com AR, esta caracteristica
diferenciada tem sido investigada ao avaliar associagcbes dos
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polimorfismos de KIR com manifestacdes clinicas presentes em
pacientes com AR (Ahern e Brennan, 2010; Schleinitz et al., 2010).

7.5  ASSOCIACAO DE KIR E DADOS CLINICOS DA ARTRITE
REUMATOIDE

As células NK agem de formas diferentes no tecido e érgaos-
alvo. Fatores especificos de drgdos, incluindo microambiente de
citocinas, receptores ou moléculas de superficie celular e estruturas
restritas ao orgdo-alvo podem auxiliar no inicio da funcdo efetora
diferencial das células NK (revisado em Tian, Gershwin, Zhang, 2012).

A expressao dos receptores KIR em linfocitos periféricos nao foi
associada com os fatores classicos de inflamacdo, como CRP e VHS,
bem como com a presenca e FR (Kogure et al., 2007). De fato, o0 estudo
presente também ndo encontrou associa¢do dos genes KIR ativadores
com a presenca do FR em pacientes com AR, embora o gene KIR3DS1
foi mais frequente em individuos que apresentaram altos niveis de FR
(OR= 0,448), mas ndo foi significativo (p=0,073). A presenga dos
receptores KIR na superficie celular pode contribuir com o inicio da
patogénese da AR, mas ndo com as condi¢Bes inflamatorias cronicas
gue induzem o dano articular nem com a atividade da doenca (Kogure et
al., 2007).

Interessantemente, foi detectada a presenca de anticorpos para o
receptor KIR2DL em pacientes com AR (Matsui et al., 2001), o que
pode estar relacionado a quebra da autotolerancia e aumento da
severidade de doengas autoimunes. A presenca dos anticorpos anti-
KIR2DL também foi relacionada com altos niveis de Ig e VHS em AR e
LES (Matsui et al., 2001). A partir disso, a formagdo de um auto-
anticorpo especifico contra receptor KIR pode indicar uma participacdo
deste receptor na patogénese além do que a sua producdo em altos niveis
podera se tornar mais um marcador de diagndstico e progndstico de
doencas autoimunes, como a AR.

Ao analisar os genes KIR e fatores clinicos, os genes KIR2DS2 e
KIR2DS5 foram mais frequentes em pacientes com AR que tinham FR
positivo, MA positivo, MEA positivo e presenca de MA e MEA
concomitantemente quando comparados com o controle.

Desta forma, a presenca do gene KIR2DS2 foi associada com
pacientes de AR que apresentaram MEA quando comparado ao controle
(OR= 2,312 e p=0,010). A presenca deste gene também foi mais
frequente em pacientes de AR que possuem MA e MEA (OR=2,064),
porém ndo foi significativo (p=0,062). Este gene foi associado em
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pacientes com AR que manifestavam vasculite como MEA em
poloneses (OR=9,4 e p=0,01) (Majorczyk et al., 2007), bem como nos
EUA na presenca do ligante HLA-Cw03 (OR=5,56 e p=0,001) (Yen et
al., 2001).

A associagdo do gene KIR2DS2 com vasculite reumatoide pode
refletir a atividade funcional destas células no dano vascular, uma vez
que algumas subpopulacdes de células T que expressam KIR em suas
superficies e apresentam risco de desenvolver MEA como nddulos
reumatoides e vasculite. Estas células T também foram associadas com
condi¢des inflamatérias como sindromes coronarias, caracteristica da
AR, e que pode desenvolver acometimento cardiovascular como a
arteriosclerose, cuja doenca é a principal responsavel pela mortalidade
na AR (Middleton, Meenagh, Wright, 2007; Yen et al., 2001).

Por outro lado, um estudo encontrou que os genes KIR2DS1 e
KIR3DS1 foram mais frequentes no grupo controle do que em pacientes
com AR sem doenga erosiva. Entretanto, a presenca destes genes
conferiu risco 3,8 vezes maior de desenvolver uma doenca erosiva do
gue AR ndo-erosiva, p<0,01 (Majorczyk et al., 2007). No presente
estudo foi observado que a presenca do gene KIR2DS4 foi mais
frequente em controles que em pacientes de AR com MA (OR=0,305),
p=0,057 proximo a significancia.

Enquanto que a manifestagdo extra-articular (MEA) em pacientes
com AR foi mais frequente na presenca dos genes KIR2DS2, KIR2DS3,
KIR2SD4 e KIR3DS1, porém as diferengas ndo foram significativas.
Contudo, a frequéncia dos genes KIR2DS2 e KIR2DL2 foram maiores
em pacientes poloneses com AR que apresentaram MAE quando
comparados com o grupo controle (OR>2,5 e p<0,002), bem como
guando comparados com pacientes com MA (OR>4,0 e p<0,0001).
Além do que, a presenca destes genes foi fortemente associada ao
desenvolvimento de vasculite em pacientes com AR em relacdo ao
controle (OR>9,0, com p<0,0002). Do mesmo modo, esse estudo
encontrou associacdo do gene KIR2DS2 com pacientes de AR que
apresentavam outras formas de MEA (excluindo vasculite) quando
comparado com controles (OR=2,8 e p=0,04) (Majorczyk et al., 2007).

Os genes KIR2DS2 e KIR2DL2 conferiram protecéo aos pacientes
de AR com MA em relacdo aos controles (OR=0,6 e p<0,04). Por outro
lado, estes genes foram mais frequentes em pacientes com AR e outras
MAE (excetuando vasculite) em relagdo com pacientes que
manifestaram MA (OR>2,5, p<0,02). (Majorczyk et al., 2007).

De acordo com o estudo polonés, a presenca do gene inibidor
KIR2DL2 influencia na associagdo do gene ativador KIR2DS2 com
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MEA e MA, o que poderia impedir a ativagdo desta célula e desenvolver
MA. Esta relacdo a qual ndo pode ser verificada neste presente estudo
pela escolha de realizar analises apenas com os genes KIR ativadores.
Além disso, a presenca dos genes KIR ativadores (OR> 1,3) foi maior
em p,acientes com AR que apresentaram ambas MA e MAE, todavia
ndo foi significativo (p>0,05).

Os estudos dos genes KIR com fatores clinicos ndo se restinge as
manifestacdes clinicas da AR consideradas nesta trabalho. Logo, foi
avaliada a relacdo dos genes KIR e HLA com a resposta de pacientes de
AR a terapia anti-TNF-a — uma droga modificadora do curso da doenga
(DMCD) biolégica que envolve anticorpo contra a citocina mais
relevante na AR, TNF-o (Mota et al., 2012). Os pacientes que
responderam a terapia possuiam uma frequéncia maior dos genes
KIR2DS2/KIR2DL2 (67,7% versus 33,3%, p=0,012). Por outro lado, 0s
pacientes que ndo responderam ao tratamento foram associados com o
genotipo heterozigoto da auséncia de KIR2DS2 e grupo HLA-C 1 e 2,
conferindo um caréter inibidor. Desta forma, acredita-se que o perfil
ativador possa criar uma vantagem de resposta a terapia anti-TNF-a
(McGeough et al., 2012).

Interessantemente, esta terapia com DMCD biol6gica é realizada
em individuos que possuem a combinacdo de pior progndstico,
envolvendo elevado nimero de articulagbes acometidas, erosdes
articulares na fase inicial da doenca, FR e/ou ACPA presentes em altos
titulos (Mota et al., 2012). A presenga destas manifestacGes clinicas que
condicionam uma doenca mais agressiva poderia estar relacionada com
acdo de células NK e/ou receptores KIR.

A associagdo de suscetibilidade e/ou protecdo dos genes KIR com
manifestacfes clinicas da AR pode estar relacionada com a
caracteristica de suscetibilidade e protecdo das células NK a patogénese
da AR. Uma vez que as NK possuem caracteristicas de promocao e
manutencdo da doenca, acredita-se que as NK circulantes no sangue
possam controlar a resposta autoimune na AR, mesmo em baixo em
numero e com funcdo reduzida quando comparado as células do liquido
sinovial. Por isso, a funcdo dessas células na autoimunidade €
contraditéria e ainda incerta (Revisado em Shegarfi, Naddafi,
Mirshafiey, 2012; Ahern e Brennan, 2010; Schleinitz et al., 2010).

O fendtipo das células NK encontradas no liquido sinovial é
consideravelmente diferente das células circulantes no organismo. Pois,
as células das articulacbes apresentaram 0 aumento da expressdo de
receptores CD94 e CD56 e grande reducdo na propor¢do de células que
expressavam CD158a/b (KIR2DL1-3 e S1-2) (Pridgeon et al., 2003).
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Além disso, estas células também tiveram reducdo do RNAmM
codificante para CD158 a/b e baixos niveis de perforina ao se comparar
células NK do sangue periférico de pacientes com AR e de controle
(Pridgeon et al., 2003). Portanto, as células encontradas nas articulagdes
de pacientes com AR possuem altera¢fes dos receptores, KIR e CD56,
afetando a sensibilizacdo e resposta destas células cuja alteracdo pode
condicionar a condicdo patol6gica em relacdo aos individuos saudaveis.

Embora a atividade das células NK da periferia esteja diminuida
em pacientes com AR em relacdo aos controles, as titulagbes no soro
sanguineo de citocinas pré-inflamatérias IL-6, IL-18 e TNF-a
encontram-se maiores nos pacientes com AR do que nos controles
(Aramaki et al., 2009). De toda forma, as células NK podem responder a
interleucinas IL-12 e IL-15 secretadas pela linhagem de células de
mondcitos/macrofagos, e a partir dessa interagdo com outros tipos
celulares, as células NK participam da producdo de citocinas pro-
inflamatdria, e amplificacdo da condicdo inflamatdéria e erosiva
caracteristica da AR (Revisado em Shegarfi, Naddafi, Mirshafiey, 2012;
Tian, Gershwin, Zhang, 2012; Dalbeth e Callan, 2002). Esta condicdo
inflamatdria que ocorre, portanto, pode ativar a expressao de receptores
e células como as NK presentes na articulacdo ou que migraram da
periferia (Dalbeth e Callan, 2002).

E importante lembrar que a expressdo de receptores KIR ocorre
em uma subpopulacdo de células T, sendo estas que possuem uma
importante fungcdo na AR, além de preferencialmente apresentarem
receptores KIR ativadores e a auséncia dos receptores KIR inibidores.
Desta forma, a grande expressdo de receptores ativadores e a auséncia
dos receptores inibidores e HLA apropriado devem levar a proliferacdo
clonal de células T auto reativas, comum na AR (Yen et al., 2001;
Kogure et al., 2001; Middleton, Meenagh, Wright, 2007; Namekawa et
al., 2000).

Além disso, a expressdo dos receptores KIR nas células NK pode
ocorrer em diferentes combinacdes através de estimulos
celular/molecular, resultando em um repertério de clones de NK com
uma variedade de especificidades de ligantes. Por mais que ndo haja
combinagdo genética dos receptores, este nivel de probabilidade de
variacdo dos receptores KIR pode estar relacionado com certos
estimulos, tecidos especificos ou uma maior ou menor resposta a
patégenos ou resposta autoimune (Sanchez-Mazas et al., 2011; Raulet,
Vance, McMahon, 2001).
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CONSIDERAGOES FINAIS

A partir deste estudo de associacdo dos genes KIR em Artrite

Reumatoide, e de analises epidemioldgicas e clinicas, foi possivel
observar que:

Os dados clinicos e epidemioldgicos foram consultados através das
informacGes dos prontuérios do pacientes com AR e catalogados
em planilhas, o que permitiu a identificacdo destes aspectos e
analise dos mesmos neste estudo.

A amostra de pacientes e controles teve a predominancia de
mulheres (87%) com média de 53(x12) anos e com ascendéncia
europeia (86%). Este perfil foi semelhante em outros estudos.

Ao observar dados clinicos e epidemiolégicos, verificou-se que o
tabagismo n&o foi associado ao desenvolvimento de AR. Contudo,
em pacientes com AR com o héabito tabagista e ex-tabagista foi
associado com elevados niveis de fator reumatoide (FR) (OR=2,95
e p=0,024), o qual é um importante marcador de diagndstico e
prognostico da AR.

A técnica de PCR-SSP multiplex empregada no Laborat6rio de
Polimorfismos Genéticos (LAPOGE) associada ao uso de dois
pares de primers para a tipagem de cada gene KIR forneceu
confiabilidade aos resultados.

As amostras de 147 pacientes com AR e 165 individuos controle
foram tipadas para a presenca e auséncia dos genes KIR para a
verificagdo da frequéncia dos mesmos e posteriormente
comparados as frequéncias obtidas por estudos similares da
literatura. Desta forma, foi possivel observar que as frequéncias
encontradas neste trabalho para o grupo controle aproximaram-se
aos demais estudos populacionais brasileiros, porém diversos genes
tiveram frequéncias distintas quando comparados com a populagéo
de tribos amerindias (Amazonia). Quanto as analises de pacientes
com AR, as frequéncias foram semelhantes aos outros estudos com
AR e doengas autoimunes, excetuando estudo com AR em
populacdo de Taiwan, que foi dispar em alguns genes.
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— A anélise caso-controle foi realizada somente com os genes KIR
ativadores, bem como a associacdo genética com dados
epidemiolégicos e clinicos.

— O estudo caso-controle foi realizado a partir da hipdtese que a
presenca do gene KIR ativador estaria relacionado com o
desenvolvimento da AR em relagcdo ao controle, porém nédo foi
encontrada associacdo significativa; embora a presenca do gene
ativador KIR2DS2 tenha sido mais frequente em pacientes que em
controle (p=0,09). Outros estudos caso-controle de genes KIR com
AR da literatura ndo apresentaram associacao entre tais genes com
a patologia, exceto um estudo realizado em uma amostra de
Taiwan. Oportunamente, foi possivel verificar a associacdo dos
genes KIR com outras doencgas autoimunes.

— O polimorfismo dos genes KIR ativadores também foi analisado na
presenca de fatores da doenca, tais como FR, manifestagdo articular
(MA), manifestacdo extra-articular (MAE) e concomitantemente
MA e MEA. O gene KIR2DS2 foi associado com pacientes de AR
com MA quando comparado ao controle (OR=2,312 e p=0,010).
Os demais genes KIR ativadores também foram investigados
guanto a associacdo a estes fatores, em relacdo a suscetibilidade ou
protecdo a manifestacdes clinicas na AR, porém estes resultados
ndo se mostraram significativos.

Perspectivas
Realizar as tipagens dos outros genes KIR e realizar um estudo de

associacdo e de interagdo destes na suscetibilidade & artrite reumatoide.
Utilizar ferramentas estatisticas mais robustas que permitam
analises multivariadas, relacionando dados epidemioldgicos, genéticos e
clinicos, possibilitando uma melhor compreensdo de fatores
relacionados com a suscetibilidade a doenca, diagnostico e progndstico.
De forma geral, este estudo permitiu investigar a possibilidade de
associacdo dos genes KIR ativadores em relagdo a Artrite Reumatoide,
relacionando-os tanto com questdes epidemiolégicas como clinicas na
populacdo brasileira. Além disso, este tipo de estudo tem sido muito
importante na procura de um melhor entendimento da patologia e de
suas condicdes clinicas heterogéneas, buscando identificar possiveis
marcadores genéticos relacionados as doengas autoimunes, o0 que
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auxiliaria na identificagdo mais precisa das diversas doengas, apontando
para um tratamento mais eficiente aos pacientes. Estudo funcionais
devem ser realizados para melhor compreender como o0s polimorfismos
genéticos podem agir na patogénese da AR.
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APENDICE A - ESTUDO DE ASSOCIACAO DO HABITO
TABAGISTA COM A PRESENCA DO FATOR REUMATOIDE
EM PACIENTES COM ARTRITE REUMATOIDE

nao

tabagista tabagista OR IC95% p
Fator Reumatoide+ | 10 38
. 3,158 0,715-158 0,159
Fator Reumatoide- |3 36

tabagista+  néo
ex-tabagista tabagista

Fator Reumatoide+ | 28 38
. 2,947 1,134-7,82 0,024
Fator Reumatoide- |9 36
. nao
ex-tabagista tabagista
Fator Reumatoide+ | 18 38

. 2,842 0,924-9,09 0,072
Fator Reumatoide- |6 36
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APENDICE B - ESTUDO DE ASSOCIACAO DOS GENES KIR
ATIVADORES NA SUSCETIBILIDADE A ARTRITE

REUMATOIDE
KIR2DS2 Presenca Auséncia | OR IC 95% p
Aurtrite
. 87 55
Reumatoide 1,524 0,94-2,473 0,090
Controle 82 79
KIR2DS5 Presenca Auséncia | OR IC 95% p
Aurtrite _ 49 95
Reumatoide 1,240 0,742-2,072 0,455
Controle 47 113
KIR2DS3 Presenca Auséncia | OR IC 95% p
Aurtrite _ a1 101
Reumatoide 0,728 0,43-1,229 0,256
Controle 53 95
KIR3DS1 Presenca Auséncia | OR IC 95% p
Aurtrite _ 50 96
Reumatoide 0,936 0,564-1,55 0,880
Controle 54 97
KIR2DS1 Presenca Auséncia | OR IC 95% p
Artrite ) 58 86
Reumatoide 0,899 0,555-1,456 0,734
Controle 69 92
KIR2DS4 Presenca Auséncia | OR IC 95% p
Artrite ) 137 9
Reumatoide 0,706 0,23-2,137 0,675
Controle 151 7
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APENDICE C - ESTUDO DE ASSOCIAGCAO DOS GENES KIR
ATIVADORES NA SUSCETIBILIDADE DA PRESENCA DE
DADOS CLINICOS NA ARTRITE REUMATOIDE E

CONTROLE
KIR2DS2
ARFR+  Controle OR IC p
43 82
Presenca 1,429 0,783-2,610 0,271
Auséncia 29 9
AR MA + Controle
51 82
Presenca 1,489 0,842-2,638 0,186
Auséncia 33 9
AR MEA + Controle
48 82
Presenca 2,312 1,211-4,441 0,010
Auséncia 20 79
AR MAe
MEA+ Controle
30 82
Presenca 2,064  0,968-4,446 0,062
Auséncia 14 9
KIR2DS5
ARFR+  Controle OR IC p
Presenca 22 a7
e 1,037 0,542-1,979 1,000
Auséncia 51 113
AR MA +  Controle
Presenca 30 47
o 1,361  0,746-2,480 0,353
Auséncia 53 113
AR MEA + Controle
Presenca 20 a7
Y 1,002 0,512-1,951 1,000
Auséncia 48 113
AR MA e
MEA + Controle
Presenca 14 47

o 1,161 0,529-2,529 0,829
Auséncia 29 113
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KIR2DS3
AR FR+ Controle  OR IC p
Presenca 20 53
o 0,676 0,349-1,304 0,272
Auséncia 53 95
AR MA +  Controle
Presenca 23 53
o 0,687 0,366-1,284 0,267
Auséncia 60 95
AR MEA+ Controle
Presenca 23 53
o 0,916 0,478-1,749 0,896
Auséncia 45 95
AR MA e
MEA+ Controle
Presenca 14 53
o 0,837 0,383-1,811 0,758
Auséncia 30 95
KIR3DS1
AR FR+ Controle OR IC p
Presenca 20 54
o 0,665 0,344-1,278 0,247
Auséncia 54 97
AR MA +  Controle
Presenca 30 54
o 0,998 0,550-1,807 1,000
Auséncia 54 97
AR MEA+ Controle
Presenca 25 54
o 0,998 0,529-1,878 1,000
Auséncia 45 97
AR MA e
MEA+ Controle
Presenca 16 54
o 0,991 0,466-2,094 1,000
Auséncia 29 97
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KIR2DS1
AR FR+ Controle  OR IC p
Presenca 26 69
o 0,722 0,392-1,326 0,329
Auséncia 48 92
AR MA +  Controle
Presenca 33 69
o 0,880 0,495-1,562 0,743
Auséncia 50 92
AR MEA+ Controle
Presenca 25 69
o 0,775 0,361-1,227 0,212
Auséncia 43 92
AR MA e
MEA+ Controle
Presenca 16 69
o 0,790 0,373-1,664 0,621
Auséncia 27 92
KIR2DS4
AR FR+  Controle OR IC p
Presenca 65 151
o 0,502 0,144-1,766 0,365
Auséncia 6 7
AR MA+  Controle
Presenca 46 151
o 0,305 0,090-1,029 0,057
Auséncia 7 7
AR MEA + Controle
Presenca 43 151
o 0,664 0,146-3,401 0,849
Auséncia 3 7
AR
MALMEA + Controle
Presenca 43 151
o 0,997 0,180-7,207 1,000
Auséncia 2 7




APENDICE D - ESTUDO DE ASSOCIAGAO DA PRESENGA
DOS GENES KIR ATIVADORES E MANIFESTACOES
CLINICAS EM PACIENTES COM ARTRITE REUMATOIDE

KIR2DS2 Presenca | Auséncia OR IC p
FR + 43 29

0,855438 | 0,359-2,028 |0,852
FR- 26 15
MA + 51 33

1,159091 | 0,320-4,136 | 1,000
MA - 8 6
MEA + 48 20

2,133333 | 0,935-4,892 |0,074
MEA - 27 24
MA-MEA+ 30 14

8,571429 | 0,764-218,319 | 0,103
MA-MEA - 1 4
KIR2DS5 Presenca | Auséncia OR IC p
FR + 22 51

0,831933 | 0,341-2,039 |0,817
FR- 14 27
MA + 30 53

0,943396 | 0,278-3,281 |1,000
MA - 6 10
MEA + 20 48

0,723684 | 0,313-1,674 |0,529
MEA - 19 33
MA-MEA+ 14 29

2,413793 | 0,228-58,983 | 0,750
MA-MEA - 1 5
KIR2DS3 Presenca | Auséncia OR IC p
FR + 20 53

0,783745 | 0,313-1,970 0,723
FR- 13 27
MA + 23 60

0,638889 | 0,184-2,258 |0,625
MA - 6 10
MEA + 23 45

1,618519 | 0,662-3,994 |0,342
MEA - 12 38
MA-MEA+ 14 30 2,333333 | 0,221-56,953 (0,776
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MA-MEA - 1 5
KIR3DS1 Presenca | Auséncia OR IC p
FR + 20 54

0,448343 | 0,187-1,069 |0,073
FR- 19 23
MA + 30 54

1,018519 | 0,306-3,478 | 1,000
MA - 6 11
MEA + 25 45

1,25 0,544-2,887 |0,705
MEA - 16 36
MA-MEA+ 16 29 -

8,39 0,533 0,211
MA-MEA - 0 7 4801,183
KIR2DS1 Presenca | Auséncia OR IC p
FR + 26 48

0,69213 | 0,295-1,623 |0,468
FR- 18 23
MA + 33 50

0,7425 0,232-2,386 |0,774
MA - 8 9
MEA + 25 43

0,885936 | 0,396-1,982 |0,895
MEA - 21 32
MA-MEA+ 16 27

1,481481 | 0,212-12,593 |0,987
MA-MEA - 2 5
KIR2DS4 Presenca | Auséncia OR IC p
FR + 65 6

0,77381 | 0,144-3,755 |1,000
FR- 42 3
MA + 46 7

0,469388 | 0,020-4,474 0,810
MA - 14 1
MEA + 43 3

2,965517 | 0,589-16,509 | 0,251
MEA - 29 6
MA-MEA+ 43 2

1,338 0,002-33,967 | 1,000
MA-MEA - 6 0
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APENDICE E - COMPILACAO DAS FREQUENCIAS DOS GENES KIR EM POPULACOES

BRASILEIRAS

n* |2DL1]2DL2|2DL3|2DL4|2DL5|2DP1| 2DS12DS2| 2DS3] 2DS4] 2DS5|3DL1|3DL2|3DL3| 3DS1 | 3DP1 Ref
Curitiba (PR) 153/0,974/0,5940,8461,000/0,519/0,947|0,421|0,592/0,325|0,936/0,319/0,927 1,000 /1,000 0,373 a
Maringa (PR) 289/0,972|0,470 0,893 1,000/ 0,526|0,969|0,408|0,471|0,2660,938|0,346 0,941 1,000 1,000/ 0,391|1,000 b
fs""g)Pa”'o 55 |1,000|0,491|0,854| 1,000 0,364 0,454/0,473/0,291/0,3820,327|0,873 0,364 c
Belo
Horizonte 90 |0,967|0,522|0,944 0,589 0,378/0,533/0,3890,956|0,322 0,967 0,400 d
(MG)
Rio de 166/0,970/0,560|0,873 0,614 0,416/0,5660,313|0,952|0,404| 0,964 0,386 d
Janeiro (RJ)
Amazonia -
amerindios 40 |0,930/0,6500,800 0,850 0,880/0,580/0,100/0,780/0,900|0,650 0,700 e
(AM)
EF‘;Q)O Alegre ) 1610,080/0,560|0,840 1,000/0,540|1,000| 0,380 0,550 |0,370| 0,955 0,350 |0,985| 1,000 1,000| 0,396 i
f:aart‘;fma 165/1,000/0,706|0,913| 1,000 0,750|0,989 0,429 0,509 0,358 0,956 0,294 1,000/ 1,000/ 1,000 0,358 | 1,000/ g

*n: valores de n variam de acordo com o nimero de individuos amplificados para cada gene. Célula em branco significa que ndo
houve resultado deste gene.

a: Augusto et al., 2011

b: Rudnick et al., 2008

c¢: Morgun et al., 2004

d: Hollenbach et al., 2010

e: Ewerton et al., 2007

f: Jobim et al., 2010a

g: Presente estudo
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APENDICE F - COMPILACAO DAS FREQUENCIAS DOS
GENES KIR EM ESTUDOS COM ARTRITE REUMATOIDE NO
MUNDO E OUTRAS DOENCAS AUTOIMUNES NO BRASIL



Doenca/Pais

n*

2DL1

2DL2

2DL3

2DL4

2DL5

2DP1

2DS1

2DS2

2DS3

2DS4

2DS4
del

2DS5

3DL1

3DL2

3DL3

3DS1

3DP1

Ref

Artrite
Reumatoide

Irlanda do
Norte

331

0,982

0,489

0,949

1,000

0,462

0,344

0,486

0,269

0,964

0,308

0,964

1,000

1,000

0,375

Pol6nia

177

0,994

0,548

0,921

0,362

0,566

0,288

0,305

0,853

0,232

0,938

0,333

E.UA.

70

0,571

0,557

Taiwan

572

0,125

0,528

0,570

0,097

0,250

0,208

o|lo|T

Brasil
(Santa
Catarina)

147

1,000

0,768

0,944

1,000

0,712

1,000

0,402

0,613

0,289

0,938

0,340

1,000

1,000

1,000

0,343

0,966

Diabetes
tipol

Brasil
(Rio Grande
do Sul)

248

0,956

0,492

0,879

0,992

0,560

1,000

0,464

0,528

0,339

0,852

0,371

0,952

1,000

1,000

0,476

Esclerose
Sistémica

Brasil
(Rio Grande
do Sul)

100

0,973

0,291

0,827

0,982

0,527

0,991

0,200

0,536

0,300

0,954

0,136

0,964

0,982

0,973

0,382

Lupus
Eritematoso
Sistémico

Brasil
(Santa

165

0,982

0,776

0,933

0,799

0,970

0,509

0,506

0,393

0,872

0,677

0,963

0,558




121

Catarina)

Brasil

, 111/0,9630,762|0,929
(Pard)

0,988

0,750

0,949

0,524

0,548

0,357

0,893

0,595

0,917

0,988

0,952

0,655

Pénfigo
foliaceo

Brasil

. 233/0,954|0,534|0,842
(Parand)

1,000

0,595

0,958

0,343

0,511

0,217

0,944

0,312

0,940

0,991

1,000

0,338

1,000

*n: valores de n variam de acordo com o nimero de individuos amplificados para cada gene. Célula em branco significa que

ndo houve resultado deste gene.

a: Middleton, Meenagh, Wright 2007

b: Majorczyk et al., 2007
c: Yenetal., 2001

d: Yen et al.,2006

e: Presente estudo

f: Jobim et al., 2010b

g: Salim et al., 2010

h: Coélho, 2011

i: Pedroza et al., 2011

i: Augusto et al., 2012






123

APENNDICE G - COMPILAGCAO DOS ESTUDOS DE
ASSOCIACAO DOS GENES KIR EM DOENCAS AUTOIMUNES



Doenca Populagdo n Gene OR (CI) p Referéncia
EUA (euro- 130€as0s, 76 |\ ponso/HI A-Cw03 (vasculite) 5,56 (1,92-16,04) [0,001  |Yen etal., 2001
escendente) |controle
. 122 casos, 96 |KIR2DS4 19@1,1-34) < 0,001
Taiwan controle KIR2DL1 21(12-39) |<op2 |Yenetal,2006
Artrite KIR2DL2+ Associacao risco e
Reumatoide Polonia 177 casos, 243 |KIR2DS2+ protegétfa dados |<0 05 Majorczyk et al.,
controle KIR2DS1- clinicos ' 2007
KIR3DS1-
Reino Unido 331 casos, 354 sem associacio Middleton et al.,
controle 2007
Artrite . 366 casos, 299 |KIR2DS1/2DS2 5 |Martin et al., 2002
psorigtica | Canada controle HLA-Cw-(lig 2DL2/3) 20%vs 15%  \IX107 I\ oicon et al., 2004
Holanda | +49.€8508, 207 |\ 2o DSo/HILAC (Asn 80) 49%vs 41%,  |0,03 |VanderSliketal,
controle 2003
KIR3DS1/HLABwA4 0,018
KIR2DL1/HLAC?2 0,001
' 248 casos. 250 KIR2DL2/HLADR3 e DR3/DR4 |>1,0 <0,001 _
Brasil controle ' KIR2DL1/HLAC2- >1,0 0,005 |Jobimetal., 2010
KIR2DL1/C2+ vs. 2DL2/DR3 e >10 0008
iabetes tino | DR3/DR4+ ! !
Diabetes tip KIR2DL1/C2+ vs 2DL2/DR3  |<1,0 <0,001
KIR2DL2—/HLA-C1+ 2,13(1,48-3,05) [0,0008
KIR2DL3+/HLA-C1+ 1,95(1,38-2,76) 0,004
_ 250 casos. 262 |IR2DS2/HLACI + 1,97(1,37-2,82) {0,004 _
China controle ! KIR2DL1+/HLA-C2—- 0,56(0,40-0,79) (0,02 Zhi etal., 2011
KIR2DL2—/HLA-C1- 0,55(0,38-0,80) (0,03
KIR2DL3+/HLA-C1—- 0,49(0,34-0,69) (0,001
KIR2DS2—/HLAC1— 0,55(0,38-0,79) [0,02
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Doenca Populagdo n Gene OR (CI) p |Referéncia
Esclerose Brasil 110 casos, 115 |KIR2DL2 0,2 (0,12 -0,40) |<0,001 Salim et al.. 2010
sistémica controle KIR2DS2+/2DL2- 19,3 (4,2-122,3) |< 0,001 !
Esclerose gggica  [763 €808, 967 |5 oDL4 50,05 |Goris et al., 2009
Multipla controle

Alemanha igrzlt;:gls;)s,loo KIR2DS2+/2DL2- 12% vs 2% 0,005 |Momot et al., 2004
KIR2DL2 >1,0 0,04
Escleroderma 90 KIR2DS1 >1,0 0,05
Canada casos,416contr |KIR2DS1+/2DS2- >1,0 0,02 Pellet et al., 2007
ole 2DS1+/HLA-C (+lig inibidor) 42% vs 61% 0,02
2DS1 e/ou 2DS2 >1,0 0,001
Espondilite 1 o 150 casos, 119 |\ 1popy 5 60%vs 43%, 0,009 |Jiao et al., 2010
anquilosante controle
KIR3DS1*013 3,17 (2,01-5,02) |0,0004 |_. o
Espanha  |2/0C8808435 Iy 1pap) 1%004 0,44 (025-0.78) |0,045 |Dlaz-Pefaetal,
controle 2010
com ou sem HLA
60 casos. 60 KIR3DS1 3,059 (1,35-6,89) (0,006
China controles KIR3DL1/3DS1 3,059 (1,35-6,9) [0,039 |Wang et al., 2012
KIR3DL1-/3DS1- 0,110 (0,01-0,91) |0,032




Doenca Populagdo n Gene OR (CI) p |Referéncia
Canad ggﬁtfgfé’s 416 |\ \RoDS1+/2DS2- 19%vs14% 0,04  |Pellet et al., 2007
. 93 casos, 123 |KIR2DS1 454 (2,41 -8,56) |< 0,001
China controle KIR2DL2 6.68 (3.37-13.3) |< 0,001 |0u €tal, 2011
L KIR2DL2+ 2,781 (1,47-5,30) |0,001
E‘rji‘t’g;atoso Brasil, 165 casos, 205 [KIR2DSE+ 4,300 (2,74-6,75) |<0,001
Sistemice Santa comrats | [KIR2DLS- 0,290 (0,17-0,47) |<0,001 |Coélho, 2011
Catarina KIR3DS1- 0,562 (0,36-0,87) |0,009
KIR2DS!1- 0,437 (0,28-0,67) |<0,001
_ KIR2DS2+/2DS5 +/3DS1+ com LES 0,0102
E;fg"’ iérlnfgfgs 345 [KIR2DS1 com KIR2DS2 r=0,2577 <0,001 gg‘l’;‘)za etal.,
KIR2DS1 com KIR2DS5 r=0,4890 <0,001
razao ativadores/inibidores 0,44 0,001 Auausto et al
Pénfigo folidceo |Brasil, Parana KIR3DS1 e HLA-Bw4 0,34 <10? 20192 "
KIR2DS1 85% vs 51% _ |< 0,009
Polonia 116 casos, 123 |\ \popsy 45%vs 28%  |<005 [Luszezeketal,
controle 2004
- 96 casos, 50 |KIR2DL5 48%vs30%  |<0,05 )
) Japdo controle KIR2DSL1 147 (L,10- 1,06) oo1 | uzukietal, 2004
Psoriase 396 casos, 372
Suécia + 312 | KIR2DS5E/2DS1+ 0.2 0,0005 |Holm et al., 2005
controle
" 116 casos, 123 |KIR2DS3/2DS1+ 0.2 0,005 .
Polonia controle KIR2DS2+/2DL2- 15.71%vs 4% Joo1 | toskietal, 2006
Sindrome . . 72 casos, HLA-C1+/KIR2DL1+/2DL2- 7 casosel
Sjogren Reino Unido 223controle  1/2DS1- controle 0,00026|Lowe et al., 2009




ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO E APLICADO NOS PACIENTES COM
ARTRITE REUMATOIDE
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA E
GENETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO AO
PACIENTE

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

Informacdes:

Este estudo tem como objetivo investigar aspectos genéticos e da
saude de controles saudaveis e de pacientes que desenvolveram
Artrite Reumatoide. Para isso pedimos sua colaboracdo e
permisséo para doagdo de 10 ml de sangue periférico, que contém
o DNA (molécula que contém o0s genes, que carregam as
informacdes de suas caracteristicas biolégicas). O DNA sera
analisado no laboratério para tentarmos descobrir se ha relagédo
entre alguns de seus genes, propostos no atual projeto (ligados ao
metabolismo de medicamentos e de substancias estranhas ao
organismo e, também, relacionados a resposta imunoldgica), e o
aparecimento desta doenca. O DNA extraido das amostras
coletadas sera armazenado no Laboratério, sob responsabilidade da
coordenadora do projeto. A amostra coletada nesta ocasido podera
ser utilizada em futuros projetos que envolvam testes genéticos,
aprovados pelo sistema CEP/CONEP, desde que receba novamente
sua autorizagdo, ap0s um novo contato. Deixamos claro que sua
participacao é voluntaria, ndo influenciando no seu atendimento e
tratamento. As informacdes aqui coletadas, bem como os resultados
das analises genéticas serdo mantidos sob sigilo e serdo utilizados
somente pela equipe interna que faz parte desta pesquisa. A equipe
agradece antecipadamente sua colaboracdo e se coloca a sua
disposicdo para esclarecer quaisquer ddvidas que porventura
aparecam. Para isso vocé pode telefonar para o numero (48) 3721-
9804 e conversar com a Profa. Dra. lliada Rainha de Souza ou com
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o Prof. Dr. Ivanio Alves Pereira (no ambulatério de Reumatologia,
telefone: 3721-9133).

Procedimentos:

Caso concorde em participar, vocé ira responder a um questionario
com duracao aproximada de 5 minutos, para sabermos se vocé teve
outras doencas, se outras pessoas na sua familia tiveram doenca
autoimune, como artrite reumatoide ou outra doenca reumatica, etc.

Riscos:

A coleta de sangue é um procedimento normal durante o tratamento
da sua doenca. O aparecimento de mancha roxa ou dor no local da
espetada da agulha podem ocorrer, ndo representando maiores
preocupacoes.

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

Beneficios

Vocé ndo terd nenhum beneficio direto logo apos participar desta
pesquisa, ho entanto, os resultados deste estudo poderdo permitir,
num futuro proximo, um tratamento mais eficaz. Num futuro
posterior, podera permitir novas alternativas para prevencdo da
doenca e identificacdo de pessoas que possuem risco em
desenvolver a doenca.

Assinaturas:

Pesquisador auxiliar

Pesquisador responsavel

Florianépolis, /[ /
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DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO

Eu,

, fui
esclarecido(a) sobre a pesquisa “GENETICA DA AUTOIMUNIDADE:
POLIMORFISMOS EM LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO E
ARTRITE REUMATOIDE EM PACIENTES DE SANTA CATARINA”,
e concordo que meus dados sejam utilizados na realizacdo da
mesma.

Florianépolis,

Assinatura: RG:
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ANEXO B - QUESTIONARIO APLICADO NOS PACIENTES
COM ARTRITE REUMATOIDE
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Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Molecular, Embriologia e Genética/CCB
Departamento de Clinica Médica/CCS
Analise de Polimorfismos Génicos em Pacientes com Aurtrite

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

Estado n S nc n D

Civil:
Telefone:( )
e-mail:

Meédico:

DV Ocupacéo:
Celular:( )

Data de nascimento:__/ _/

Entrevistador:

DADOS Familiares:
NOME do pai:

CIDAde onde nasceu:

ASCEndéncia

NOME da mae:

CIDAde onde nasceu:

DATA da coleta: / / AR:
Profissao:
Materna Paterna
Profissao:
Materna Paterna

ASCEndéncia

Tempo de doenca diagnosticada:

Historico AR n S n N

Familiar:
Qutras D.
Reumat. n S
Manifestacdes
¢ I:I Febre

Iniciais:

Parentesco:
I:I N Parentesco:

I:I Rigidez Matinal
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I:I Derrame Articular I:I Dor Articular
AvrticulacGes
I:I Ombro I:I Cotovelo I:I Punho I:I MCF

acometidas
O rrm O Quadril O soeiho O rormozelo

Owmrr O e O outras

Manifestacdes Extra-articulares:

Pleurite D Pericardite
D Vasculite Reumatéide D N6dulos Reumatoides
D Acometimento Ocular Acometimento Pulmonar
Acometimento Renal D Amiloidose
Outras
Evolugéo: Internacdes: D IS D N Informacbes_

Observacdes: Osteoporose? Diabetes? Depressao?

Sintomatologia
Recente: D Febre D Rigidez Matinal
Nos Gltimos 10
<(1ias) D Derrame Articular D Dor Articular
ArticulacGes D
acometidas D Ombro Cotovelo D Punho D MCF
D IFPM Quadril D Joelho Tornozelo
D MTF D IFPP D QOutras
Manifestacdes Extra-articulares:
D Pleurite D Pericardite
Vasculite Reumatoide D Nédulos Reumatoides
Acometimento Ocular D Acometimento Pulmonar
Acometimento Renal D Amiloidose
QOutras
Envolvimento D HAS D Doenca Coronariana

Cardiovascular: Angina D IAM Prévio
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D Revascularizagdo do
Miocérdio
Envolvimento
Neurolégico: D AVC D AIT D Ateroma em Car6tidas
Distipidemia: [ Hipercolesterolemia O Hipertrigliceridemia

Hist. Familiar de Doenga D N Parentesco

D Cateterismo Prévio

Cardiovascular: S
Tri?{};??to CORTICosteroide: D S D N  Nome
Dose Frequéncia
METOtrexato: D S D N Dose_ Frequéncia
SULFASSALazina: D S D N Dose_ Frequéncia
ANTIMALArico: D S D N Dose_ Frequéncia
CICLOFosfamida: D S D N Dose_ Frequéncia
INFLIXImab: D S D N Dose_ Frequéncia
ETANERcept: D S D N Dose_ Frequéncia
AINE: D S D N Dose_ Frequéncia
ANALGésicos: D S D N Dose_ Frequéncia
Outros D S D N Dose_ Frequéncia
N (o w P u M

Histerectomia DS D N ldade
Ovariectomia DS DN Idade

FASE do Ciclo Reprodutivo Ovenseme O climaterio
GESTACc0Oes PARidade

Abortos? D Induzido D Espontaneo

Tratamento Hormonal D S D N Qual? D AC D Outro

Antes do Diagnostico:
Duracéo: Parou ha quanto tempo:
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Tratamento Medicamentos
’
Antes do Diagnostico: D S D N Qual’

Histéria de Uso de A )
DROGAS: Alcool: D S D N Qual?
Quantidade Frequéncia:
Cigarro: D S D N Cigarros/dia

Se fumava, qual a duragdo?
Quando parou?

Algum familiar ou amigo
préximo é fumante? D S D N
Drogas llicitas: D S D N Qual?

Por quanto tempo?
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Health Assesment Questionaire (HAQ)

Voce é capaz de:

1. Vestir-se, inclusive amarrar 0s
corddes do sapato e abotoar suas
roupas?

2. Lavar sua cabega e seus

3. Levantar-se de maneira ereta de
uma cadeira de encosto reto e sem
brago?

4, Deitar-se e levantar-se da cama?
5. Cortar um pedaco de carne?

6. Levar a boca um copo ou uma
xicara cheia de café ou agua?
7. Abrir um saco de leite comum?

8. Caminhar em lugares planos?
9. Subir 5 degraus?

10. Lavar e secar seu corpo apos o
banho?
11. Tomar banho de chuveiro?

12. Sentar-se e levantar-se de um
vaso sanitario?

13. Levantar os bragos e pegar um
objeto de aproximadamente 2,5 kg
que esta posicionado pouco acima
de sua cabega?

14. Curvar-se para pegar suas
roupas no chdo?

15. Segurar-se em pé no 6nibus ou
no metrg?

16. Abrir potes ou vidros de
conservas que tenham sido abertos
previamente?

17. Abrir e fechar torneiras?

18. Fazer compras nas redondezas
onde mora?

19. Entrar e sair de um 6nibus?
20. Realizar tarefas tais como usar
a vassoura para varrer e rodo para
agua?

Escore dos Componentes:

Sem Com
qualquer alguma
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1

Nivel de dificuldade

Com
muita
2

NN

N NN DN

NN

Incapaz

3

w w

W w w w

w w



Componente 1
Componente 2
Componente 3
Componente 4
Componente 5
Componente 6
Componente 7
Componente 8

perguntas 1 e 2:

perguntas 3 e 4:
perguntas 5,6 e 7:
perguntas 8 e 9:

perguntas 10, 11 e 12:
perguntas 13 e 14:

perguntas 15 e 16:

perguntas 18, 19 e 20:

Maior escore:

Maior escore:
Maior escore:
Maior escore:
Maior escore:
Maior escore:
Maior escore:
Maior escore:
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO APLICADO NO GRUPO CONTROLE
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA E
GENETICA
LABORATORIO DE POLIMORFISMOS GENETICOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Projetos de Pesquisa:

“Cancer de mama: avaliagdo de parametros informativos para
diagndstico e prognostico na populacao do estado de Santa
Catarina”

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

Informagoes:

Pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina estdo
desenvolvendo projetos de pesquisa para avaliagdo de fatores
genéticos, doencas e habitos alimentares e pessoais que podem estar
associados ao aparecimento do cancer de mama e doencas
autoimunes. Para isto pedimos sua colaboragdo e permissdo para
fazer parte do grupo controle e para extrairmos de parte de seu
material biol6gico, uma quantia pequena de DNA (molécula que contém
0s genes, que sdo as informagdes de suas caracteristicas biolégicas). O
DNA serd analisado no laboratério para tentarmos descobrir se ha
relacdo entre alguns genes, propostos nos atuais projetos (ligados ao
metabolismo de hormdénios sexuais, de substéncias estranhas ao
organismo, relacionados ao reparo de DNA e sistema imune) e o
aparecimento destas doencas. A amostra coletada nesta ocasido
podera ser utilizada em possiveis futuros projetos que envolvam testes
genéticos, aprovados pelo sistema CEP/CONEP, desde que receba
novamente sua autorizagédo, apés um novo contato. Deixamos claro que
sua participagdo é voluntaria. A equipe agradece antecipadamente
sua colaboragéo e se coloca a sua disposi¢éo para responder qualquer
pergunta que vocé queira fazer, e esclarecer quaisquer duvidas que
porventura aparecam. Para isso vocé pode telefonar para o nimero (48)
3721-9804 e conversar com a Prof®. Dra. lliada Rainha de Souza ou
seus orientandos.
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Procedimentos:

Caso vocé concorde em participar, vocé ira 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 biolégico nestas
pesquisas.

Também precisaremos tirar um pouco de sangue numa seringa.

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

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

Riscos:

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

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

Beneficios

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

Pesquisador responsavel

Florianopolis,___ / _/
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DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO
Eu,

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

Florianopolis,

Assinatura:

RG:
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ANEXO D — QUESTIONARIO APLICADO NO GRUPO
CONTROLE
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Universidade Federal de Santa Catarina
Centro de Ciéncias Bioldgicas
epartamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética— BEG
Laboratério de Polimorfismos Genéticos
QUESTIONARIO — GRUPO CONTROLE

IDENTIFICAgAO

Data: _/ /  Coleta: () sangue

Dados Pessoais:

Nome:

Endereco:

Cidade: Telefone Residencial:

Telefone Trabalho: Celular:

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

Estado Civil: Tipo de sangue:

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

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

() 2° grau completo () superior incompleto

() superior completo () pds graduagéo
Peso: Altura:
Cidade onde nasceu:
Ascendéncia:
Materna Paterna
Etnia: () Euro descendente () Afro descendente
() Asiatico descendente ()Indigena descendente
Cor dapele: ( ) negra ( ) mulata ( ) amarela ( ) branca
Observagéo:




Dados Familiares:
Nome do pai:

Cidade onde nasceu:
Ascendéncia do pai:
Materna Paterna

Profisséo:

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

Profisséo:
Possui Irmédos: () Sim () Ndo Quantos:
Possui filhos: () Sim () Nao Quantos:

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

Quantidade (copos 200ml):
Que tipo de bebida alcodlica ingere mais frequentemente?
() Cerveja () Vinho () Cachaga () Outro

Que tipo de bebida alcodlica nunca ingere?
() Cerveja () Vinho () Cachaga () Outro

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

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

Vocé FUMA? ()Sim () N&o Vocé jA FUMOU? ()Sim () N&o
Tipo: () Cigarro () Charuto () Cachimbo () Outro

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

Tempo que fuma ou fumou:

Ha quanto tempo parou:
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Entrevistador: Data da entrevista: [

Nome:

Identificacéo:

Histérico Hormonal e Reprodutivo
Idade da MENARCA:

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

N° de gestagbes Idade da 12 gestagéo
Ne° de filhos () nulipara N:

Abortos ()P ()E N:

Amamentou: () Sim () N&o Tempo total (meses):

TRAT. HORMONAL:
Utiliza AC? ()Sim () Néo Ja utilizou AC? ()Sim () Néo
Nome e tipo (oral, adesivo, injetavel) do AC:

Tempo que usa ou usou AC:

Ha quanto tempo parou?

Faz TRH? ()Sim () Nao Jafez TRH? ()Sim () N&o
Nome do Hormoénio:

Tempo que faz ou fez TRH:

Ha quanto tempo parou?

()Outros horménios Tempo total:
Observagbes




Histérico Médico
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Caso de CANCER pessoal? ()Sim () N&o

Tipo:

Casos de CANCER DE MAMA na familia? ()Sim () N&o

Grau de Parentesco: () filha ()irma () mae ()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 () Nao
Qual?

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

Vocé tem alguma DOENCA CARDIOVASCULAR?: ()Sim () Nao
Qual? (s)
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HIPERTENSAO ARTERIAL: ()Sim () N&o
HIPERCOLESTEROLEMIA: ()Sim () Nao

OSTEOPOROSE: ()Sim () Ndo

DOENCA REUMATICA: ()Sim () N&o

DIABETES: ()Sim () Nao

ASMA: ()Sim () Néo

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

HEPATITE: ()Sim () Nao () Nunca fez exame

DENGUE: ()Sim () Nao

TUBERCULOSE: ()Sim () N&o

DISTURBIO RENAL: ()Sim () N&o

DISTURBIO PULMONAR: ()Sim () N&o

DISTURBIO HEPATICO: ()Sim () Ndo

Casos de DOENCA DE ALZHEIMER na familia: ()Sim () N&o
Grau de parentesco:
Casos de DOENCA DE PARKINSON na familia: ()Sim () N&o
Grau de parentesco:
OUTRAS DOENCAS?:

Alérgico a algum medicamento?

Alérgico a algum alimento?

Teve DEPRESSAO?

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

Nome do medicamento (dosagem e frequéncia) e tempo que utilizou:




