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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca multissistémica,
inflamatdria cronica que causa erosGes e deformidades nas
articulagbes. A AR ¢ associada, assim como outras doencgas
autoimunes, com genes do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC), como os genes HLA de classe 1 e
HLA de classe 2. Existem elementos moveis no DNA Humano
denominados elementos de insercéo, sendo classificados em LINEs
e SINEs, e entre estes se destacam as insercdes Alu. A insercao
AluyHG é especifica de humanos e localiza-se entre os genes do
MHC. O objetivo deste trabalho foi analisar uma possivel
associacdo da presenga da Insergdo AluyHG entre pacientes
portadores de artrite reumatoide, em um estudo caso-controle,
contribuindo para o entendimento da agdo dessa insercdo no
desenvolvimento da doencga. Neste trabalho foram avaliados 100
pacientes com AR (casos) e 100 individuos sem histérico de
doenca autoimune (controle) para a presenga/auséncia da insercao
AluyHG, através da técnica de PCR por primer de sequéncia
especifica (PCR-SSP). As frequéncias génicas foram estimadas e o
odds ratio (OR) foi calculado para avaliar associacdo da insergdo
AluyHG com AR (p<0,05 foi considerado significativo). As
amostras de pacientes e controles tiveram predominancia de
mulheres (86%). Dados epidemioldgicos como gravidez, abortos,
menarca e menopausa nd0 mostraram associacdo com a doenga.
Neste estudo foi encontrada uma associacao negativa (OR = 0,405
e p = 0,003), conferindo protecdo em relacdo & doenca, quando a
auséncia da Insercdo AluyHG estd em heterozigose (Ins/Del), e
uma associacdo positiva em relacdo a doenca (OR = 2,071 e p =
0,016) em homozigotos (Del/Del). Mais estudos sdo indicados para
o0 entendimento desta questao.

Palavras-chave: Artrite reumatoide. inser¢do AluyHG.



ABSTRACT

Rheumatoid Arthritis (RA) is considered a chronic
inflammatory multisystem disease that causes joint erosions and
deformities. RA is associated, as well as others autoimmune
diseases, with genes from the Major Histocompatibility Complex -
MHC, such as class 1 and class 2 HLA genes. There are specifics
mobile DNA elements in Human genome classified as Short
Interspersed Elements (SINEs) and Long Interspersed Elements
(LINEs). The Alu Insertions are one type of SINEs, and they are
the most highlighted and well documented among SINES' group.
The AluyHG Insertion is specific for human, and they are located
between the two MHC genes cited above. The aim of this study
was to analyze a possible association between the presence of
AluyHG Insertion among patients with RA, in a case-control study,
contributing to the understanding of the action of this Insertion in
disease development. This study evaluated 100 patients with RA
(cases) and 100 individuals with no history of autoimmune disease
(controls) for the presence/absence of AluyHG Insertion by Single
Specific Primer-Polymerase Chain Reaction (SSP-PCR). The
genes’ frequencies were estimated and the odds ratio (OR) was
calculated to assess the association of AluyHG Insertion with RA
(p < 0.05 was considered significant). Samples from patients and
controls were predominantly women (86 %). Epidemiological data
such as pregnancy, abortions, menopause and menarche showed no
association with disease. In our study we found a negative
association (OR = 0.405, p = 0.003), conferring protection against
the illness, when the absence of insertion AluyHG is in
heterozygosis (Ins/Del), and a positive association between the
disease (OR = 2.071 and p = 0.016) in Del/Del. More studies are
indicated to the understanding of this issue.

Keywords: Rheumatoid Arthritis. AluyHG Insertion.
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1 INTRODUCAO
1.1 DOENCAS AUTOIMUNES

A imunidade celular é adquirida a partir do reconhecimento de um
antigeno, producéo de anticorpos e transferéncia da informagdo adquirida,
compondo, assim o sistema imune (CALICH et al., 2008). Uma resposta
inadequada do sistema imune pode gerar uma reagdo ao préprio organismo,
desencadeando as doencas autoimunes. Esta reacdo contra o préprio gera
destruicdo ou disfuncdo de 6rgéos, tecidos ou células do organismo (BUENO,
1999).

As doencas autoimunes sdo frequentemente associadas aos genes que
codificam 0s antigenos leucocitarios humanos (HLA), do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC). As moléculas HLA participam da
apresentacdo de antigenos e da resposta celular iniciada pelas células T,
fungdes importantes na resposta imune. As células T participam da patogénese
da artrite reumatoide (AR) interagindo com o sistema HLA (NISHIMURA et
al.,2012).

As moléculas de histocompatibilidade, além de apresentarem
antigenos, sdo importantes para realizar o condicionamento do sistema imune.
Quando o sistema imune é formado, ele possui células T que podem reagir
contra os antigenos préprios e nao prdprios. As moléculas do HLA selecionam
células com fraca reatividade contra os antigenos proprios e excluem células
com alta afinidade para o préprio (ALVES et al., 2005).

1.2 ARTRITE REUMATOIDE

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca crdnica e multissistémica de
etiologia desconhecida, caracterizada por sinovite. E uma poliartrite simétrica e
aditiva com potencial deformante varidvel, geralmente ocorrendo em
articulacdes periféricas e coluna cervical. Ocorre em 1 % da populacdo em
geral, e é trés vezes mais frequente em mulheres que em homens. A
prevaléncia é maior com o aumento da idade e a diferenca entre 0os géneros
passa a ndo ser tdo grande. Seu inicio se da mais comumente entre 35 e 50 anos
de idade, e sabe-se que seu aparecimento estd relacionado & predisposicao
genética e a interacdo de agentes ambientais (SKARE, 2007). Considerando-se
a populacdo entre 55 e 75 anos de idade, esse valor aumenta para 4,5%.
Geralmente o quadro clinico melhora na gravidez e piora durante a



12

amamentacdo, sugerindo contribuicdo hormonal na sua patogénese (MOTA,
2012).

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca articular inflamatéria, nao
supurativa do tecido conjuntivo. Tem carater progressivo, acometendo
difusamente a membrana sinovial, produzindo dor, edema, calor e rubor
articular e acentuada limitagcdo de movimentos (FELLET e SCOTTON, 2001).
A etiologia autoimune da artrite é considerada sistémica e inflamatoria,
contudo sabe-se que o sistema imune participa ativamente no desenvolvimento
da inflamac&o e nos danos articulares (RHEUMATOID ARTHRITIS, 2000).

O inicio da doenca se da por uma interacdo entre células T, células B,
macrofagos e células sinoviais nas articulagdes, causando inflamacdo e
subsequente aumento na producéo de liquido sinovial e a formagéo de pannus
com capacidade invasiva sobre as cartilagens e 0ssos adjacentes. Esta
inflamacdo da sindvia é capaz de destruir a cdpsula articular, erodir 0s 0ss0s
adjacentes e romper tenddes e ligamentos, gerando as deformidades
caracteristicas da doenga (LOMONTE et al., 2006).

a b
TS osteoclastos
céapsula
articular — B fibroblastos
pannus ¢ —— macréfagos
células dendriticas
mnbrena f == - 5 rii
snovik g ———— — célas T
= @ f plasméctos
P - células B
espago articular —| = R j
cartéagem —} neutrofios g — angogénese extensa
» — mastéctos
sinoviocitos
sindvia hiperplasica

=

0ss0

Figura 1: Desenho esquematico de uma articulagdo normal (a) e de uma articulagéo
com AR (b). Fonte: modificado de
http://www.ff.up.pt/toxicologia/monografias/ano0708/g9 metotrexato/artrite reu
matoide.html
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O carater cronico e destrutivo da doenca pode levar a uma importante
limitacdo funcional, com perda de capacidade laboral e de qualidade de vida, a
menos que o diagnostico seja feito em fase inicial da doenga e o tratamento
resulte em melhora clinica. Além de deformidade irreversivel e de limitacdo
funcional, pacientes com AR podem apresentar menor sobrevida, o que
reafirma a gravidade dessa doenca (MOTA et al., 2011). Os pacientes com AR
tornam-se incapazes de realizar suas atividades tanto de vida diaria como
profissional, com impacto econémico significativo para o paciente e para a
sociedade (GOOLSBY e NEWSOME, 2002).

As deformidades mais comuns ocorrem em articulages periféricas
como os dedos em pescogo de cisne, dedos em botoeira, desvio ulnar e halux
valgo (joanete). Afeta comumente outros 6rgéos ou tecidos como a pele, unhas,
masculos, rins, coracdo, pulmao, sistema nervoso, olhos e sangue podem
apresentar alteragdes. A AR é associada a fatores ndo genéticos e desencadeia
um processo de inflamagdo da membrana sinovial com destruicdo progressiva
da articulacdo. Embora seja relevante o componente genético na génese dessa
doenca, muitos processos ainda sdo desconhecidos. Sua etiologia é controversa
e se especula que fatores externos funcionem como “gatilho” para o inicio do
processo inflamatério (GORONZY e WEYAND, 2001). Fatores ambientais
especificos podem ativar reacdes imunes patogénicas (FARIAS, 2013) entre
eles o tabagismo é o mais associado a AR, conferindo um maior risco na
ocorréncia, persisténcia e severidade da AR, provocado pelos componentes do
cigarro. Outros componentes quimicos podem desencadear a doenga, como po
de silica, 6leos minerais ou a exposicdo a particulas suspensas no ar
(McINNES e SCHETT, 2011; KLARESKOG et al, 2011; TOBON,
YOUINOU, SARAUX, 2010; KLARESKOG, CATRINA, PAGET, 2009).

O inicio da AR pode ser indicado pela producéo 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; McINNES e SCHETT, 2007).

Estudos em familias de gémeos demonstram a importancia do
componente genético na suscetibilidade &8 AR (GORONZY e WEYAND,
2001). Ao que parece, 0 componente-chave do sistema genético é o complexo
maior de histocompatibilidade (MHC). Especula-se que moléculas do MHC
interajam com auto-antigenos e com receptores de células T, por mecanismos
ainda controversos (WALSER-KUNTZ et al., 1995).
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1.3 COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE

O primeiro sistema génico caracterizado como Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC do inglés Major Histocompatibility Complex) foi
descrito por George Snell em 1936, a partir de estudos em camundongos. Essa
denominacdo foi dada em virtude da sua constatada influéncia no sucesso, ou
ndo, de transplantes de tecidos nesses animais. Posteriormente complexos
génicos homologos foram descritos em outras espécies de mamiferos, atuando
de forma similar e codificando produtos moleculares envolvidos na resposta
imune (CROUA-ROY et al., 1994).

O Complexo de Histocompatibilidade Humano (HLA, do inglés
Human Leucocyte Antigen) foi descoberto na década de 1950 em pacientes
politransfundidos através da deteccdo de anticorpos leucoaglutinantes. Assim,
0 MHC humano recebeu a denominagdo HLA e refere-se ao conjunto génico
mapeado no cromossomo 6 (6p21.3), em uma regido de 4 megabases de DNA
(HVIID, 2006). Essa porcao do genoma foi subdividida em regides I, 11 e 1ll,
(Figura 1) levando em consideragdo a estrutura e fungdo dos produtos
moleculares por ela originados (HORTON et al., 2004).

Oito loci génicos foram descritos na regido de classe I. Os genes HLA-
A, HLA-B e HLA-C (classicos ou de classe la) com expressdo constitutiva na
membrana celular de quase todas as células nucleadas. Os loci HLA-E, HLA-F
e HLA-G (nédo classicos ou de classe 1b) que sdo menos polimérficos que os
classe la e apresentam expressdo celular restrita. Além desses, os loci HLA-H,
HLA-J, HLA-K e HLA-L, que sdo pseudogenes, isto &, sem produto proteico
associado (FAINARDI et al., 2003; FISCHER e MAYR, 2001).

A regido de classe Il estd arranjada em quatro sub-regides, DR, DQ,
DZ/DO e DP. Nessa regido também estdo localizados os genes (TAP1, TAP2 e
LMP2, entre outros) que codificam para produtos moleculares os quais nédo
fazem parte do grupo de antigenos de histocompatibilidade (LEWIN, 2009).

A regido de Classe Il abriga genes atuantes no processo de ativacao
do sistema complemento (BF, C2, C4A, C4B) e genes da 21-hidroxilase, da
hemocromatose, TNF e LTA, que codificam as citocinas TNF-o e LT-B (antigo
TNF-p), respectivamente, entre outros (LEWIN, 2009).

As moléculas de classe | sdo importantes no processo de rejeicdo de
transplantes e na destrui¢do de células infectadas por virus. As moléculas de
classe Il atuam na apresentacdo de antigenos, na regulacdo da interacdo entre
células imunocompetentes e no inicio da resposta imune. As moléculas de
classe Il participam do sistema complemento, estdo envolvidas na formacéo
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de imunocomplexos, no processo de fagocitose, em reagdes inflamatorias e na
citotoxicidade (ALVES et al., 2005).
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Figura 2: Genes do sistema imune, reais e potenciais do MHC (TROWSDALE, 2011).

Os produtos do complexo MHC de classe | e Il estdo envolvidos em
varios aspectos das respostas imunes. O MHC é conhecido por sua associacéo
com doengas autoimunes, embora existam diferencas entre a classe | e classe 11
em seus produtos, suas contribuigdes para a autoimunidade ainda ndo séo
completamente compreendidas (TROWSDALE, 2011).

As doencas autoimunes tendem a serem associados a alelos de classe | e
Il especificos. Autoimunidade é geralmente vista como uma consequéncia de
uma resposta imunitaria particularmente ativa. Em contraste com a
complexidade das doencas infecciosas, um Unico auto-peptideo em
combinagdo com um alelo de HLA pode em principio conduzir uma resposta
autoimune.
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1.4 MARCADORES GENETICOS

A diversidade e a evolug¢do do genoma humano sdo de grande interesse
cientifico no cenario gendmico atual. Estima-se que 99,9% do DNA, entre 0s
seres humanos, apresentam a mesma sequéncia de nucleotideos, e apenas 0,1%
do genoma, o que corresponde a cerca de trés milhdes de nucleotideos,
contribui para as diferencas entre individuos dentro da mesma populacédo e
entre populagdes distintas (KULSKY; DUNN, 2005).

A deteccdo dessas variabilidades genéticas € importante nas areas da
salde, forense, estudos de populacdes, e é feita através de marcadores
genéticos que podem ser um gene, um sitio de restricdo ou qualquer sequéncia
do DNA que apresente mais de uma forma alélica para o locus desejado.
Alguns métodos sdo amplamente adotados, e utilizam diferentes tipos de
marcadores, tais como: microssatélites, polimorfismos de um (nico
nucleotideo  (SNP, do inglés single nucleotide polymorphism),
inser¢Oes/delecdes (indel), insergBes Alu, entre outros (KULSKY; DUNN,
2005).

Elementos méveis de DNA, também chamados de elementos genéticos
transponiveis, tém a caracteristica incomum de se mover dentro do genoma ao
longo de geracBes sucessivas. Sdo sequéncias de DNA moderadamente
repetitivos, sob a forma de repeticdes dispersas em todos os genomas de
mamiferos e constituem de 25% a 50% do seu genoma (no caso particular de
humanos corresponde a cerca de 45%). (DEININGER e BATZER, 2002).

Os elementos moveis podem ser classificados em aqueles que
transpGem diretamente como DNA (transposons do DNA), e em aqueles que
transpde através de um intermediario de RNA (retrotransposons). O ultimo
grupo pode ser dividido em virais e ndo virais. (DEININGER e BATZER,
2002).

Entre os retrotransposons ndo virais, 0s elementos mais abundantes em
mamiferos sdo 0s que possuem repetices terminais longas (LTR, do inglés
Long Terminal Repeat) e sdo divididos em duas classes: os elementos de
insercdo longos (LINEs, do inglés Long Interspersed Element) e elementos de
insercdo curtos (SINEs, do inglés Short Interspersed Element). Nos seres
humanos, os LINEs tém aproximadamente 6 kb de comprimento e 300 pares de
base (pb). Enquanto que os SINEs constituem 13% do genoma humano e seu
comprimento varia entre 100 e 400 pb, a maior parte de 300 pb (DEININGER
e BATZER, 2002).
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1.5 INSERCOES Alu

O sequenciamento inicial do genoma humano revelou que 55% de sua
sequéncia de nucleotideos sdo compostos de elementos repetitivos. Entre as
diferentes familias de elementos repetitivos, os elementos Alu sdo os mais
abundantes no genoma humano. Eles estdo presentes em mais de um milhdo de
copias, que em conjunto representam 10% de todo o genoma (HASLER e
STRUB, 2006). Dos 1,6 milhGes de locais no genoma humano, em que estes
elementos curtos sdo espalhados, 1,1 milhdo sdo elementos Alu, assim
chamado porque a maioria deles contém um local de reconhecimento para a
enzima de restricdo Alu I. (DEININGER e BATZER, 2002).

A enzima endonuclease de restri¢do, Alu I, foi parcialmente purificada
a partir da bactéria Arthrobacter luteus. Esta enzima cliva o DNA do
bacteri6fago X, do adenovirus-2 e do virus simio 40 em muitos locais.
(ROBERTS et al. , 1976).

As Insercdes Alu sdo a classe mais abundante de elementos repetitivos
moveis curtos (SINEs) do genoma humano. Estima-se que da parte do genoma
humano composta por elementos repetitivos, as inser¢cbes do tipo Alu
contribuam aproximadamente com 10% do contetdo genémico total (HOUCK;
RINEHART; SCHMID, 1979; KULSKY et al., 2001, DUNN et al. 2007). As
Inser¢des Alu sdo sequéncias com cerca de 300 pb de comprimento, derivadas
do RNA ribossémico 7SL (BATZER, 1996; KULSKY; DUNN, 2005; DUNN
et al. 2007).

The human genome contains about ~10° copies of Alu
retrotransposons and they represent ~10.6% of nuclear DNA.

Os SINEs sdo inseridos em locais diferentes do DNA cromossémico
por retrotransposicdo. Nesse processo, um DNA complementar é gerado
através da transcricdo reversa de um transcrito de RNA de uma sequéncia Alu
mestre e é, entdo, inserido em uma nova posicdo no genoma (ROWOLD;
HERRERA, 2000; DUNN et al., 2007).

As sequéncias Alu ocorrem em alta frequéncia dentro de dominios ndo
codificantes, por exemplo, em regifes intergénicas, introns, UTR3’ ¢ URR 5’
(DANIELS e DEININGER, 1985; KORENBERG e RYKOWSKI, 1988
BAILEY e SHEN, 1993).

Os elementos Alu, bem como outros elementos repetitivos, foram
considerados originalmente como parasitas do genoma, elementos que nao
tinham nenhum efeito significativo sobre a estabilidade e a expressdo génica.
Eles foram tratados como “genes egoistas" ou “DNA lixo", mas hoje em dia,
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varias evidéncias mostram que a presenca de elementos repetitivos e,
especialmente, de elementos Alu, tiveram uma grande influéncia no genoma
humano, em particular, na sua evolugdo. Esses efeitos foram negativos e
positivos. Por um lado, as integracfes em regifes génicas que causaram
inativacdo de genes podem muitas vezes terem sido deletérias para o
organismo. Por outro lado, devido a sua homologia de sequéncia estendida, 0s
elementos de Alu induziram um ndmero consideravel de recombinagdes nao
alélicas que conduzem as duas duplicacdes e delecdes de segmentos de DNA,
acelerando, assim, a evolucdo. Outra funcdo frequentemente atribuida aos
elementos Alu é a capacidade de fornecer novos elementos reguladores de
genes vizinhos (HASLER e STRUB, 2006).

As insercdes Alu tém amplas aplicagBes, incluindo mapeamento do
genoma, diagndstico clinico, identificacdo cromossémica e a caracterizagao de
rearranjos gendmicos. Além disso, os polimorfismos Alu sdo usados para
identificar a diversidade genética humana, podendo ser empregados em estudos
de ancestralidade e forense. Devido a sua distribuicdo frequente no genoma
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Figura 3: A expansdo dos elementos Alu em primatas. A expansao das subfamilias Alu
(YC1,Ya5a2, Yb9, Yb8, Y, Sgl, Sx e J) é sobreposto em uma arvore de evolugéo dos
primatas. A expansdo das varias subfamilias Alu é codificada por cores para indicar os
periodos de pico de amplificagdo. O nimero de cdpias aproximado de cada subfamilia
Alu também esta indicado (DEININGER e BATZER, 2002).
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humano, as repeticdes Alu servem como eficazes marcadores genéticos
(ROWOLD; HERRERA, 2000). Sdo classificados em subfamilias, que
téminclinagbes diferentes para a retrotransposicdo, e sdo identificadas de
acordo com as alteragfes de sequéncia.  Inicialmente essas inser¢des foram
identificadas com base no numero de mutagdes pontuais de diagndstico
compartilhadas, e no polimorfismo de presenca ou auséncia em diversos
genomas humanos. Quase todos os elementos recentemente integrados Alu
humanos pertencem a uma variedade de pequenas subfamilias denominadas
'young'Alu, conhecidas como Y, Ycl, Yc2, Ya5, Ya5a2, Ya8, Yb8 e Yh9
(FIGURA 3, DEININGER e BATZER 2002). Vérias subfamilias de Alu Y
estdo ativas e sdo responsaveis pela maior parte da variacdo de Insercdes de
Elementos Méveis (MEI) em Homo sapiens. O genoma humano de referéncia
contém mais de 140.000 elementos AluY descritos (STEWART et al., 2011).

1.6 INSERCAO Alu NO HLA

Todas as insercdes Alu, em um locus, sdo idénticas por descendéncia,
devido & improbabilidade de o fenbmeno de insercdo ocorrer duas vezes
exatamente no mesmo locus (BATZER e DEININGER, 1991). Este fato torna
as insercBes Alu ferramentas Uteis para a analise da reconstrucdo histérica de
populacfes humanas e dos eventos demograficos pertinentes a estas
(SHEDLOCK e OKADA, 2000).

Os elementos Alu sdo classificados em trés familias principais,
designadas segundo o tempo de surgimento estimado: J para familias antigas, S
para intermediarias e Y para as mais novas (BATZER et al., 1996). Os
membros da familia AluY sdo possiveis candidatos para investigar as origens
dos hapl6tipos humanos ancestrais, grupos étnicos e associacdo a doencgas
(KULSKI et al., 2002). Seis subfamilias sdo descritas para AluY no genoma
humano (BATZER et al., 1996), dentre elas, AluYB8, a subfamilia em que se
encontra a insercdo AluyHG, objeto do presente trabalho (KULSKI et al.,
2002).

Durante uma analise comparativa da sequéncia gendmica do bloco
HLA de classe I, KULSKI e colaboradores localizaram AluyHG entre o0 HLA-A
e 0 HLA-G, a aproximadamente 88Kb do gene HLA-A (Figura 5) (KULSKI et
al., 1999; 2001).
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Figura 4: Localizagdo da inser¢do AluyHG no bloco do MHC: (A) é um mapa do
local e da distribuicdo de genes e pseudogenes HLA de classe |, incluindo os HLA-G;
(B) é 0 mapa da localizacéo do sitio de inser¢do AluyHG em relacdo aos loci HLA-H
e -G; (C) a sequéncia AluyHG é representado pela caixa que € flanqueada por
sequéncias de repeti¢do direta (sublinhada). Adaptado de KULSKI et al., 2001.
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2 JUSTIFICATIVA

A artrite reumatoide, por ser uma doenga de etiologia complexa e
indefinida, apresenta dificuldade de diagndstico e prognostico. Embora existam
marcadores que auxiliam o diagnostico e que permitem o acompanhamento da
evolugdo da doenca, a AR apresenta heterogeneidade de fatores clinicos e
epidemioldgicos entre os pacientes (FARIAS, 2012).

A artrite reumatoide é decorrente de uma resposta imune ao proprio
organismo, onde o sistema imune ataca o0s condrocitos ocasionando dores
articulares e deformagdes. A insercdo AluyHG localiza-se entre os genes HLA-
A e HLA-G do MHC, estes estdo associados a acdo de células NK, macréfagos,
mastdcitos, células dendriticas e linfécitos TCD8+. Um possivel desequilibrio
de ligacdo entre essa regido e os loci vizinhos pode ser um potencial marcador
para essa regiao.

Entender essa inser¢do e como ocorre sua expressao é importante, pois
uma vez conhecida a relacdo da insercdo AluyHG com a doenca, sera possivel
uma maior compreensdo a respeito da mesma. Estes resultados poderdo
embasar estudos com novas propostas terapéuticas que venham amenizar a
gravidade das crises ocasionadas pela artrite reumatoide.

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Este projeto tem como objetivo analisar a presenca da Insergéo
AluyHG entre pacientes portadores de Artrite Reumatoide, em um estudo caso-
controle, contribuindo para o entendimento da agdo dessa insercdo no

desenvolvimento da doenga.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Correlacionar os diferentes gendtipos em pacientes e controles.

e Inferir as frequéncias dos alelos referentes a Insercdo AluyHG, tanto
nas amostras de pacientes quanto nas de controles.
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Identificar se h& associacdo dos diferentes gendtipos com a artrite
reumatoide através do estudo caso-controle.

Caracterizar as amostras de casos e controles em relagdo aos dados
epidemioldgicos: idades da menarca e da menopausa, nimero de
abortos e gestacdes.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

As amostras utilizadas neste trabalho pertencem ao banco de DNA do
Laboratorio de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE), coordenado pela Prof®,
Dr® lliada Rainha de Souza. Foram utilizadas amostras de 100 pacientes
diagnosticados com artrite reumatoide (grupo caso) e de 100 individuos
saudaveis (grupo controle). As amostras dos pacientes diagnosticados pela
equipe de Reumatologia do Hospital Universitario (HU) foram coletadas de
acordo com os critérios da Comunidade Americana de Reumatologia
(American College of Rheumatology — ACR).

Os dados epidemioldgicos foram obtidos através de questionarios
(Anexo 1), aplicados durante a entrevista feita anteriormente a coleta de sangue
periférico dos individuos, apds o esclarecimento em relacdo a participacéo
voluntaria na pesquisa e consentirem em fazer parte da mesma através do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Apds a coleta de dados
pessoais e familiais, os amostrados foram encaminhados para a coleta de
sangue periférico, para extracdo de DNA utilizado em futuros estudos
genéticos. O grupo controle foi composto por individuos saudaveis e sem
histérico familial para doengas autoimunes. A escolha dos individuos deste
grupo foi equiparada com base no género e na idade dos pacientes, sendo esta
Gltima correspondendo a uma variacao de £ 5 anos.

Este estudo fez parte do projeto intitulado “Genética da
autoimunidade: polimorfismos em LuUpus Eritematoso Sistémico e Artrite
Reumatoide em pacientes de Santa Catarina”, submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina
(CEP-UFSC), n° 172/06, de 26/06/2006.

4.2 PROCESSAMENTO E ANALISE DAS AMOSTRAS
4.2.1 Extracdo do DNA genémico

As amostras que foram utilizadas tiveram o DNA extraido a partir de
celulas sanguineas pelo método de Salting out, descrito por Miller et al. (1988).
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4.2.2 Reacdo em cadeia da polimerase

O fragmento, contendo ou ndo a insercdo AluyHG, foi amplificado
utilizando a técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR — do inglés
Polymerase Chain Reaction) realizada em um Termociclador Mastercycler®
(Eppendorf). Os primers empregados foram obtidos de KULSKI et al. (2001;
Tabela 1).

Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados para a identificagdo do polimorfismo

insercdo AluyHG.
POLIMORFISMO INICIADORES SEQUENCIA REFERENCIA
Primer F 5’CAGGACAACCAGTAA
AGATGCTGG 3’ KULSKI et al.,
AluyHG 2001
Primer R 5’GCTTCAGTTAACATG
CAAGTTTATGCC 3°

A sequéncia da regido do cromossomo 6 contendo a insercdo AluyHG
com 322 pb esta destacada na Figura 5.

Sequéncia do cromossomo 6 com insercdo AluyHG (BV 681147).

1 AGTGGGGAAT TCATTCATGG GCTATCTATC CAGAGTTGTT TATAGACATA TTCTTTCAAG
61 TTTGTATTCA GGGTTGATGT CACATACACA TTTATACATG CTGTTTTATG TTTAAGTGTT
121
181
241
301
361
421 TTTATATT TTGGTTAGCC CTTTATCATT GTTAAACAAA

481 GTTGTCATTA G

Sequéncia do cromossomo 6 sem insercdo AluyHG (BV 681146).

1 AGTGGGGAAT TCATTCATGG GCTATCTATC CAGAGTTGTT TATAGACATA TTCTTTCAAG
61 TTTGTATTCA GGGTTGATGT CACATACACA TTTATACATG CTGTTTTATG TTTAAGTGTT
421 TTTATATT TTGGTTAGCC CTTTATCATT GTTAAACAAAGT TGTCATTAG

Figura 5: Imagem da sequéncia de uma regido do cromossomo 6 humano com
destaque para a insercdo AluyHG (negrito e realce verde). A primeira sequéncia
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(referéncia BV681147) contém a insercdo e a segunda sequéncia (referéncia
BV681146) ndo contém a inser¢do (GENBANK).
4.2.3. Procedimento

Para a reagdo de amplificagdo foram adicionados, em tubos de 0,6ul
(tipo Eppendorf): 16,70 ul de 4gua; 0,50 ul de dNTPs (0,2 mM de cada); 0,75
ul de MgC12 (1,5 mM); 2,00 ul de Tampao de PCR (0,8 X); 0,30 pl de Primer
R (3 pmol); 0,30 ul de Primer F (3 pmol); 0,20 ul de Taq Platinum® (1 U/ul) e
3,00 pl de DNA (em torno de 200 ng). Estas amostras foram colocadas no
termociclador e submetidas a uma desnaturacdo inicial a 94 °C por 3 minutos
e, em seguida, a 30 ciclos de: 94 °C por 30 segundos, 58 °C por 30 segundos e
72 °C por 50 segundos; e um passo de extensdo final a 72 °C por 5 minutos
(adaptado de KULSKI et al., 2001).

4.2.4 Analise do produto amplificado

Ap6s a amplificacdo por PCR, em uma porcdo do produto (4 ul) foi
adicionado o corante fluorescente GelRed™ (2 ul de corante). Esse produto foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5%, juntamente com uma
amostra proveniente da PCR sem DNA (controle negativo), uma amostra de
um individuo com genotipagem conhecida (controle positivo) e um padrao de
peso molecular de 100 pb. Ap6s a gelificacdo, o gel foi introduzido na cuba e
imerso em uma solugdo de Tampdo TBE 0,5 X. A corrida foi realizada em uma
voltagem fixada em 95 V por 27 minutos. Ap0s a corrida eletroforética, o gel
foi registrado pelo fotodocumentador DNR Bio-Imaging Systems MiniBIS
Pro® e visualizado em foto. As anotacfes das leituras dos genotipos foram
feitas considerando o tamanho dos fragmentos (218 pb para produtos com a
auséncia da inser¢do AluyHG e 540 pb para produtos com a presenca da
insercdo AluyHG) (Figura 7). Os resultados genéticos dos individuos foram
classificados de acordo com os resultados das analises do produto amplificado
em: genotipo Ins/Ins (individuos com a presenca da insercdo AluyHG nos dois
cromossomos), genétipo Ins/Del (individuos com a presenca da insercdo
AluyHG em um dos cromossomos € a auséncia no outro) e Del/Del (individuos
com a auséncia da insercdo AluyHG nos dois cromossomos).
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Figura 6: Imagem de eletroforese em gel de agarose 1,5 % visualizado por
transiluminador UV. Fragmentos de DNA de diferentes tamanhos podem ser
identificados: 218 pb e 540 pb. Nas raias 1 e 3 observa-se a presenca de duas bandas
(fragmentos de 218 pb e 540 pb) indicando que o individuo € heterozigoto, tem a
presenca da insercdo AluyHG em um dos cromossomos e a auséncia em outro
cromossomo (gendtipo Ins/Del). Na raia 2 observa-se apenas uma banda (fragmento de
540 pb) indicando que o individuo homozigoto, com a presenca da inser¢do AluyHG
nos dois cromossomos (gendtipo Ins/Ins). Nas raias 4 e 5 observa se apenas uma banda
(fragmento de 218 pb) indicando que o individuo € homozigoto, com a auséncia da
insercdo AluyHG nos dois cromossomos (genétipo Del/Del)

.4.3 TRATAMENTO DOS DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Os dados epidemioldgicos foram tabulados e a analise estatistica foi
feita através de testes de homogeneidade (tabelas de contingéncia).

Dos dados genéticos obtidos foram calculadas as frequéncias alélicas e
genotipicas da insercdo Aluy-HG. A aderéncia das frequéncias genotipicas
observadas as proporgdes esperadas pelo teorema de Hardy-Weinberg foi
verificada com o uso do teste de qui-quadrado (BEIGUELMAN, 1991).

Para determinar a associacdo do polimorfismo analisado com artrite
reumatoide, o calculo do Odds Ratio (OR), segundo Woof (1955), permitiu a
observacdo de quantas vezes o polimorfismo estudado foi mais frequente nos
individuos com o carater em questdo (AR) em relacdo aos que ndo o possuem
(controles). O calculo foi feito utilizando o programa HDS EpiMax
Calculator®.
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O valor de p igual a 0,05 foi adotado como limite de significancia para
todos os testes realizados.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS E GENETICOS

5.1.1 Relacdo de dados epidemioldgicos entre pacientes de artrite
reumatoide e grupo controle

Dados familiais e epidemioldgicos dos pacientes e controles foram
obtidos durante entrevistas, através de questionarios estruturados (Anexo 1).
Alguns dos dados obtidos foram tabulados neste trabalho. Em relagdo ao
género, pacientes e controles totalizam 200 individuos, entre eles homens e
mulheres (Tabela: 2).

Tabela 2: Distribuigdo por género em pacientes com artrite reumatoide (AR).

GENERO PACIENTES e
AMOSTRADOS
Feminino 86
Masculino 14 6,4533
100

Como observado na tabela acima a frequéncia de mulheres entre os
pacientes é seis vezes maior que a de homens, superior ao descrito por MOTA
(2012). Na literatura encontra-se a proporcao de 3:1, ou seja, a quantidade de
mulheres é tres vezes maior do que a de homens. A diferenca dos nossos dados
em relacdo ao da literatura mostra-se significativa (0,01 < p < 0,02). Tanto
nossos dados como os da literatura levam a sugestdo de uma possivel
associacdo da doenca com a agdo hormonal feminina. No entanto, cabe
ressaltar que mesmo ocorrendo esta relacdo, as mulheres vdo com mais
frequéncia ao médico do que os homens, pois se previnem e preocupam-se
mais com a salde. Desta forma, cogitou-se que se de fato as mulheres sejam
mais precavidas, aumenta a probabilidade de serem amostradas.

Os homens portadores de artrite reumatoide aqui amostrados tém em
média a idade de 56 anos, variando de 45 a 72 anos e as mulheres, a média de
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55 anos, variando de 21 a 75 anos (Tabela 3). Desta forma, pode-se supor que
ou a doenca surge nos homens mais tardiamente do que nas mulheres ou que 0s
homens afetados pela AR procuram o médico apenas quando a doenca se
encontra no estado mais grave.

Tabela 3: Distribuicdo por idade e género em pacientes com artrite reumatoide (AR).
NUMERO DE INDIVIDUOS

IDADE PACIENTES

Homens Mulheres Total

21-30 - 3 3
31-40 - 10 10
41-50 3 17 20
51-60 7 31 38
61-70 3 20 23

71-80 1 5 6
Total 14 86 100

Observa-se na Tabela 3 uma maior incidéncia de artrite entre 51 a 60
anos, considerando também a diferenca de género. Segundo MOTA (2012),
habitualmente, a artrite reumatoide tem incidéncia entre 20 e 60 anos,
corroborando com nossos dados, porém com maior incidéncia em torno dos 45
anos, inferior ao observado em nosso estudo.

Observada a maior incidéncia da doenca no sexo feminino, foram
selecionados dados como: idade da menarca, gestacdo, aborto e menopausa,
demonstrados nas tabelas abaixo (Tabelas 4, 5, 6 e 7, respectivamente).

Tabela 4: Distribuicéo por idade de menarca em pacientes com artrite reumatoide (AR)
e controles e a quantificacdo do grau de confiabilidade (3° de homogeneidade).

IDADE MENARCA CASO CONTROLE ;(2
09 a 10 anos 1 6 4,046
11 a 12 anos 20 21 0,199
13 a 14 anos 38 31 0,219
15 a 16 anos 19 16 0,058
17 a 19 anos g 0 2,741

Total 81 74 7,263
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A distribuicdo por idade de menarca em pacientes com artrite
reumatoide (AR) e indiwduos do grupo controle ndo demonstrou diferenca
significativa, com o valor de @ = 17,263, tal que 0,10 < p < 0,20.

Tabela 5: Distribuigdo dos pacientes com artrite reumatoide (AR) e dos individuos do
grupo controle na categorizagdo da ocorréncia ou ndo de gestacdo durante a fase
reprodutiva e a quantificagdo do grau de confiabilidade (3° de homogeneldade)

GESTACAO CASO CONTROLE 7
Sim 75 64 1,198
Né&o 5 10 1,109

TOTAL 80 74 2,307

A distribuicdo de pacientes com AR e grupo controle na categorizacao
da ocorréncia ou ndo de gestacdo durante a fase reprodutiva ndo apresentou
diferencas significativos, sendo o valor de y? @ = 2,307, tal que 0,10 < p <
0,20. Na literatura, segundo MOTA (2012), dados relacionados a ocorréncia ou
ndo de gestagdo indicam que portadores da doenca perceberam uma melhora
no quadro da doenca durante este periodo, ao contrario do periodo de
amamentacdo, onde as crises aumentaram. No presente trabalho ndo foi
averiguado este grau de informacao entre os individuos amostrados.

Tabela 6: Distribuicdo dos pacientes com artrite reumatoide (AR) e dos individuos do
grupo controle na categorizagcdo da ocorréncia ou ndo de aborto (s) durante a fase
reprodutiva e a quantificagio do grau de confiabilidade (5 de homogeneldade)

ABORTO(S) CASO CONTROLE 7
Sim 15 19 1,529
N&o 61 44 0,495
TOTAL 76 63 2,024

A distribuicdo dos pacientes com artrite reumatoide (AR) e dos
individuos do grupo controle na categorizacdo da ocorréncia ou ndo de aborto
(s) durante a fase reprodutiva demonstra um desvio néo significativo, tendo em
vista o valor y°;)= 2,024, tal que 0,10 < p < 0,20.
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Tabela 7: Distribuicdo dos pacientes com artrite reumatoide (AR) e dos individuos do
grupo controle na categorizagdo da ocorréncia da menopausa e consequente finalizacéo
da fase reprodutiva e a quantificacio do grau de confiabilidade (3 de homogeneldade)

MENOPAUSA CASO CONTROLE 7
Sim 55 58 0,023
Né&o 23 208 0,058
TOTAL 78 73 0,081

As diferengas observadas na classificacdo dos amostrados em relacéo a
ocorréncia da menopausa nao se mostrou significativo, sendo o valor de 12(1) =
0,081, tal que 0,70 < p < 0,80.

Nas tabelas de distribuicdo da idade da menarca, da ocorréncia de
gestacdo (0es), aborto (s) e da menopausa os valores de mulheres pacientes e
controles estdo diferentes do nimero 86, total de mulheres amostradas em cada
grupo, uma vez que alguns dados ndo foram informados e ou registrados nas
entrevistas realizadas.

5. 1.2 Frequéncias alélicas, genotipicas e analises de associacéo:

Os resultados obtidos ap6s os calculos das frequéncias alélicas e
genotipicas da insercdo AluyHG nos dois grupos, casos e controles, assim
como da analise de associacdo, estdo demonstrados nas Tabelas 8, 9 e 10.

Tabela 8: Distribuicdo genotipica das frequéncias observada e esperada do
polimorfismo AluyHG no grupo caso e no presente estudo e quantificacdo do grau de
confiabilidade (x°) nos desvios existentes.

ARTRITE OBSERVADO ESPERADO X
IN/IN 6 5,29 0,095
IN/DEL 34 35,42 0,056
DEL/DEL 60 59,29 0,008
TOTAL 100 100 0,159

As distribuicdes das frequéncias genotipicas do polimorfismo de
presenca e auséncia de AluyHG em pacientes com artrite reumatoide estavam
de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, com o valor de »* @ = 0,161,
tal que 0,50 < p < 0,70, mostrando que o desvio ndo é significativo.
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Tabela 9: Distribuicdo genotipica das frequéncias observada e esperada do
polimorfismo AluyHG no grupo controle no presente estudo e quantificacdo do grau de
confiabilidade (x) nos desvios existentes.

CONTROLE OBSERVADO ESPERADO X’
Ins/Ins 2 9 5,444
Ins/Del 56 42 4,667
Del/Del 42 49 1,000

TOTAL 100 100 11,111

As distribuicdes das frequéncias genotipicas do polimorfismo
AluyHG no grupo controle demonstraram alteracdo no equilibrio de Hardy-
Weinberg, com o valor de 12(1) = 11,111, tal que p < 0,001, portando os desvios
sdo significativos. A disparidade deve-se a diminuicdo dos homozigotos e
aumento de heterozigotos entre os individuos do grupo controle, indicando a
existéncia de algum fator que estaria favorecendo a prevaléncia de
heterozigotos.

Tabela 10: Polimorfismos da inser¢do AluyHG, para os grupos de casos e controles,
calculos de associacdo (OR) entre a presenca (Insercdo) e/ou auséncia (Dele¢do) do
alelo e o desenvolvimento de AR, os valores de intervalo de confianca (IC, 95 %) e os
valores de p.

Alelos e Gendtipos  Casos Freq. Controles Freq. OR p C (95%)
(n) (n)

Insercdo AluyHG

Ins 46 0,230 60 0,300 697 0,141 0,435-1,116

Del 154 0,770 140 0,700 435 0,141 0,896-2,300

Total de alelos 200 200

Ins/Ins 6 0,060 2 0,020 128 279  0,552-23,003

Ins/Del 34 0,340 56 0,560 405 003 0,219-0,746

Del/Del 60 0,600 42 0,420 071 016 1,135-3,790

Total de

Individuos 100 100

Entre os dados analisados, ressalta-se o valor de associacdo
significativa do genétipo heterozigoto (Ins/Del), com OR = 0,405, sendo p =
0,003; IC 95 % = 0,219 - 0,746, indicando uma protecdo do gendtipo ao
desenvolvimento da artrite reumatoide. Em relacdo aos homozigotos para a
delecdo (Del/Del), ou seja, a auséncia da Insercdo AluyHG, revela uma
associacdo positiva com a doenca (OR = 2,071, sendo p = 0,016, IC 95 % =
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1,135 - 3,790), em contraste com 0s estudos de Hausmann (2012) sobre o
polimorfismo da insercdo AluyHG em pacientes com o cancer de mama, que
mostrou uma associacdo positiva da Insercdo em homozigose (Ins/Ins) e o
aparecimento da doenga.

Uma vez que o polimorfismo AluyHG esta localizado em uma regido
intergénica (entre os genes HLA-G e HLA-A) e ainda ndo se saber de alguma
consequéncia fenotipica gerada por ele, uma explicagdo plausivel é de que este
locus esteja em desequilibrio de ligagdo com HLA-G e/ou HLA-A, estando os
alelos *Ins e *Del segregando junto com alelos destes outros 2 loci HLA, que
poderiam conferir protecdo ao desenvolvimento da doenca ao aparecerem em
heterozigose. Desta forma, a combinacdo é benéfica, estando Insercdo e
Delec¢do, devido a localizacdo, proximas aos genes, assim havendo um possivel
desequilibrio de ligacdo com variantes destes genes que confeririam uma
protecdo em relagdo ao desenvolvimento de AR.

Mais estudos sdo indicados para o0 entendimento desta questdo,
inclusive uma padronizagdo entre as amostras de casos e controles em relacdo a
marcadores informativos de ancestralidade (AIMs), para um melhor
pareamento entre casos e controles, minimizando o aparecimento de
associacdes espurias.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A partir deste estudo da associagdo da inser¢do AluyHG em pacientes
com artrite reumatoide, e de andlises epidemioldgicas, foi possivel observar
que:

v Os dados epidemioldgicos consultados através das informacdes dos
questionarios dos pacientes com AR e do grupo controle contribuiram
para a caracterizagdo das amostras identificadas neste estudo e
evidenciou uma frequéncia seis vezes maior de mulheres entre os
pacientes de que a de homens.

v Verificou-se que a idade de menarca e da menopausa e a ocorréncia de
gestacOes e de abortos ndo diferem significativamente entre as pacientes
e 0 grupo controle.

v As amostras de pacientes (n = 100) com AR e de individuos do grupo
controle (n = 100), genotipadas para a presenca e auséncia da inser¢do
AluyHG, revelaram uma associacao positiva do gendtipo Del/Del com a
doenca (p = 0,016 e OR = 2,071)

v Os dados também demonstram uma associacao significativa negativa do
genotipo heterozigoto Ins/Del com a doenga (p = 0,003 e OR = 0,405),
indicando uma protecao.

v Este trabalho foi o primeiro estudo que relacionou o polimorfismo
AluyHG com o desenvolvimento de artrite reumatoide em Santa
Catarina.
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ANEXO 1

Questionario — Grupo Controle;
Questionario — Pacientes

L T L
____:-_-.= .....

I]
AR

* 3(&..
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Universidade Federal de Santa Catarina LAPOGE

Centro de Ciéncias Bioldgicas
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética — BEG
Laboratdrio de Polimorfismos Genéticos

QUESTIONARIO — GRUPO CONTROLE | |

IDENTIFICACAO
Data: _/ [/ Coleta: ( ) sangue
Dados Pessoais:

Nome:
Endereco:
Cidade: Telefone
Residencial:
Telefone Trabalho:
Celular:
Idade: Sexo: ( )M ( )F Datade
nascimento:
Estado Civil: Tipo
desangue:
Profisséo: Aposentado: ( ) Sim ( )N&o
Escolaridade: ( ) analfabeto () 1° grau incompleto

() 1° grau completo (') 2° grau incompleto
(') 2° grau completo (') superior incompleto
( ) superior completo () p6s graduacéo
Peso: Altura:
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Cidade onde nasceu:

Ascendéncia:

Materna Paterna

Etnia: ( ) Euro descendente () Afro descendente

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

Dados Familiares:
Nome do pai:

Cidade onde nasceu:
Ascendéncia do pai:
Materna Paterna

Profisséo:

Nome da

mae:

Cidade onde nasceu:

Descendéncia da mae:

Materna Paterna

Profissao:

Possui Irmaos: () Sim () Nao Quantos:
Possui filhos: ( ) Sim () N&o Quantos:
Ingere BEBIDA ALCOOLICA? ( )Sim ( )N&o
Frequéncia: ( ) Todos osdias  ( )Fim de semana
( ) Esporadicamente (Festas)

Quantidade (copos 200ml):

Que tipo de bebida alcodlica ingere mais frequentemente? 83
()Cerveja ()Vinho () Cachaca ( )Outro

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

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




4

Tipo:

Quantidade: ( ) menosde 30 min ( )30min ( )1h ( )maisdelh
Freqiéncia: ( ) 1xsemana () 2-3xsemana  ( )4-6x semana
() Todo osdias ( ) Menos de 1x semana

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

Quantidade e Freqiiéncia (n° de cigarros
pordia):
Tempo que fuma ou fumou:

H& quanto tempo
parou:
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Universidade Federal de Santa Catarina LAPOGE
Centro de Ciéncias Bioldgicas

Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética — BEG

Laboratoério de Polimorfismos Genéticos

%gﬁ‘
Lt

QUESTIONARIO—PACIENTEI I
IDENTIFICACAO . .
Entrevistador: Data da entrevista: __ / [/
Nome:

Identificagdo:

Histérico Hormonal e Reprodutivo

Idade da MENARCA:

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

PARIDADE: 84

N° de gestacdes Idade da 12
estacdo
Ne° de filhos ( ) nulipara N:

Abortos ()P ()E N:

Amamentou: ( ) Sim () Ndo Tempo total
(meses):
TRAT. HORMONAL:

Utiliza AC? ( )Sim ( ) Nao Jautilizou AC? ( )Sim ( )Nao
Nome e tipo (oral, adesivo, injetavel) do

AC:

Tempo que usa ou usou

AC:

Ha quanto tempo

parou?
Faz TRH? ( )Sim ( )Nao Jafez TRH? ( )Sim () Néo
Nome do

Horménio:

Tempo que faz ou fez

TRH:

Ha quanto tempo

parou?
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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”.

Informagdes:

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 permissdo para doacdo de 10 ml de
sangue periférico, que contém o DNA (molécula que contém os genes, que
carregam as informagdes de suas caracteristicas bioldgicas). O DNA serd
analisado no laborat6rio para tentarmos descobrir se ha relagdo 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 doenga. O DNA
extraido das amostras coletadas sera armazenado no Laborat6rio, 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
autorizacdo, ap06s um novo contato. Deixamos claro que sua participacao é
voluntéria, ndo influenciando no seu atendimento e tratamento. As
informacGes 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 colaboracao e
se coloca a sua disposicdo para esclarecer quaisquer dividas que porventura
aparecam. Para isso vocé pode telefonar para o nimero (48) 3721-9804 e
conversar com a Profa. Dra. lliada Rainha de Souza ou com o Prof. Dr. Ivanio
Alves Pereira (no ambulatério de Reumatologia, telefone: 3721-9133).
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Procedimentos:

Caso concorde em participar, vocé ird responder a um questionario com
duracdo 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 preocupacaoes.

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

Beneficios

Vocé ndo terd nenhum beneficio direto logo apds participar desta pesquisa, no
entanto, os resultados deste estudo poderdo permitir, num futuro préximo, um
tratamento mais eficaz. Num futuro posterior, podera permitir novas
alternativas para prevencao da doenca e identificacdo de pessoas que possuem
risco em desenvolver a doenga.

Assinaturas:
Pesquisador auxiliar
Pesquisador responsavel
Floriandpolis, /[
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DECLARACAO 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.

Floriandpolis,

Assinatura: RG:




