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RESUMO

Introducdo: A utilizacgdo do polimorfismo PTPN22 C1858T
(rs2476601) como marcador da Artrite Reumatoide (AR) tem sido
investigada em diversas populacdes e até 0 momento ndo havia sido
verificada na populacdo brasileira. Dentre as técnicas descritas para
identificacdo de SNPs, o High Resolution Melting (HRM) se destaca
como um dos métodos mais adequados para uso no diagndstico
molecular de doengas.

Objetivos: Verificar a associacdo do polimorfismo PTPN22 C1858T a
AR através de um estudo caso-controle e padronizar a técnica de HRM
para deteccdo deste SNP.

Metodologia: O SNP PTPN22 C1858T foi genotipado por HRM em
100 pacientes com AR e em 100 individuos controles. Os resultados
obtidos foram confirmados por PCR-RFLP. Analises do estudo caso-
controle foram calculadas por regressdo logistica binaria no programa
SPSS v.12.0; p<0,05, 1C95%.

Resultados: A técnica de HRM foi padronizada e permitiu a
identificacdo do polimorfismo estudado. A frequéncia do alelo de risco
(1858T) foi de 0,090 em casos e 0,045 em controles. As populagdes
estavam em Equilibrio de Hardy Weinberg. Ndo foi encontrada
associacdo entre o alelo 1858T e a predisposicdo a AR (OR = 2,120;
IC95% 0,919 - 4,890; p = 0,078) ou entre este e 0os demais fatores
analisados (tabagismo e fatores hormonais).

Conclusdes: As condicBes experimentais determinadas neste estudo
permitiram a deteccdo do SNP PTPN22 C1858T pela técnica de HRM e
a analise da associagdo deste polimorfismo a populacéo brasileira com
AR. Néo foi encontrada associacdo entre 1858T e a susceptibilidade a
AR, porém, em funcdo de sua importancia na doenca e da baixa
frequéncia do alelo de risco verificada novos estudos sdo necessarios na
populacdo brasileira com AR.

Palavras-chave: PTPN22 C1858T, High Resolution Melting, artrite
reumatoide.






ABSTRACT

Introduction: The use of the polymorphism PTPN22 C1858T
(rs2476601) like a Rheumatoid Arthritis (RA) marker has been
investigated in many populations and until now it has not been analyzed
in Brazilian population. Among the technologies described for SNPs
identification the High Resolution Melting (HRM) is one the most
suitable methods for use in disease molecular diagnosis.

Objectives: To verify the association of the PTPN22 C1858T
polymorphism with RA in a case-control study and to standardize the
HRM technique for the detection this SNP

Methodology: The SNP PTPN22 C1858T was genotyped by HRM in
100 RA patients and in 100 healthy individuals. The genotypes were
confirmed by PCR-RFLP. Study case-control analyses were calculated
by logistic regression in the software SPSS v.12.0; p<0, 05, ClI 95%.
Results: The HRM technique has been standardized and enabled the
identification of polymorphism studied. The risk allele (1858T)
frequency was 0,090 in cases and 0,045 in controls. The populations
were in Hardy Weinberg Equilibrium. No association was found
between the 1858T allele and the susceptibility to RA (OR = 2,120;
Cl195% 0,919 - 4,890; p = 0,078) or between this and the others analyzed
factors (smoking and hormonal factors).

Conclusions: The experimental conditions determined in this study
enabled the SNP PTPN22 C1858T detection by HRM technique and the
association analysis this polymorphism in RA Brazilian population. No
association was found between the 1858T allele and the RA
susceptibility, however due to their importance in disease and the low
frequency of the risk allele verified further studies are need in the RA
Brazilian population.

Keywords: PTPN22 C1858T, High Resolution Melting, rheumatoid
arthritis.
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1.  INTRODUCAO

1.1  AUTOIMUNIDADE E REGULAGAO DO SISTEMA IMUNE
ADAPTATIVO

O conceito inicial de autoimunidade deriva do termo “horror
autotoxicus”, empregado por Paul Erlich como referéncia & necessidade
de prevenir o sistema imune de reagir contra 0 proprio organismo
(CHO; GREGERSEN, 2011; SILVERSTEIN, 2005).

Reacfes autoimunes ocorrem com frequéncia em individuos
sadios sem, no entanto, causar doenca. Porém, em alguns casos, pode
haver uma desregulacdo nos mecanismos que mantém essas respostas
sob controle, permitindo o desenvolvimento da autoimunidade. Assim,
as doengas autoimunes podem ser caracterizadas pela perda da
tolerancia aos constituintes do préprio organismo (AMUR; PAREKH,;
MUMMANENI, 2012; FAIRWEATHER, 2007; VAZ; PORDEUS,
2005).

A imunidade adaptativa possui uma importante fungdo no
desenvolvimento e manutencdo das doengas autoimunes. Ela pode ser
caracterizada pelo reconhecimento altamente especifico do antigeno que
é realizado através dos receptores dos linfocitos T (TCR) e B (BCR)
(DORIA et al., 2012). Durante o processo de geragdo desses receptores
sdo produzidos linfocitos capazes de reconhecer antigenos proprios. O
controle da reatividade desses linfocitos € mantido através de
mecanismos de tolerancia (GREGERSEN; BEHRENS, 2006).

A tolerancia aos constituintes préprios é definida como um estado
de baixa responsividade e pode ser didaticamente dividida em tolerancia
central e induzida. A tolerancia central ocorre nos érgdos linfoides
primarios (timo e medula Ossea), enquanto a tolerancia induzida
acontece nos orgédos linfoides periféricos (bago, linfonodos e tecidos
linfoides associados a mucosas; LEGUERN, 2011; FAIRWEATHER,
2007).

Muitas doencas autoimunes podem ser atribuidas a alteracfes
genéticas nos mecanismos de tolerncia central (GREGERSEN;
BEHRENS, 2006). O desenvolvimento de linfocitos funcionais depende
de eventos de selecdo que ocorrem durante o processo de tolerancia no
timo e na medula 6ssea (STRITESKY; JAMESON; HOGQUIST,
2012).

A selecdo contra a autorreatividade em linfécitos T em
desenvolvimento ocorre no timo. Nesse processo antigenos proprios,
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localizados sob o Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC)
de moléculas enddgenas, sdo apresentados aos receptores dos linfécitos
T (TCR). Linfécitos cujo TCR ndo reconhece o MHC e peptideos
préprios morrem por apoptose (Selecdo Positiva). Linfocitos que
manifestam reatividade excessiva a antigenos proprios sdo eliminados
por apoptose durante o processo de Selecdo Negativa. Aqueles linfocitos
gue reconhecem 0s peptideos proprios com afinidade moderada migram
para os 6rgdos linfoides periféricos, onde serdo entdo ativados. Ainda no
timo, alguns linfécitos T CD4" se diferenciam em células T regulatorias
(Teg) © migram para a periferia, onde controlam linfocitos T
autorreativos que tenham escapado & Selecdo Negativa (NOTLEY;
EHRENSTEIN, 2010; SAKAGUCHI; SAKAGUCHI, 2005).

Um processo de selecdo analogo ocorre na medula 6ssea, onde
receptores de linfocitos B imaturos (pré-BCRs) sdo apresentados a
antigenos préprios por células apresentadoras de antigeno (APCs).
Aqueles pré-BCRs que reconhecem com alta afinidade o antigeno
préprio apresentado podem entrar em apoptose (delecdo) ou ter sua
especificidade alterada (edi¢do do receptor; BOEHMER; MELCHERS,
2009; MEFFRE; WARDEMANN, 2008).

Mecanismos de tolerancia periféricos também contribuem para
manter a resposta dos linfocitos T e B sob controle. Na periferia,
linfocitos autorreativos que reconhecem antigenos que nao tenham sido
expressos nos orgaos linfoides primérios sdo removidos (por delegdo ou
inativacdo, também conhecida como anergia). Aqueles linfdcitos que
respondem com afinidade moderada sdo mantidos nos tecidos
periféricos (BOEHMER,; MELCHERS, 2009; MEFFRE;
WARDEMANN, 2008; LEIPE et al., 2005).

1.2 ARTRITE REUMATOIDE

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, sistémica e
inflamatdria crénica que acomete predominantemente as articulacdes
sinoviais e pode levar & destruicdo dssea e cartilaginosa (McINNES;
SCHETT, 2011; KLARESKOG; CATRINA; PAGET, 2009).

Durante um longo periodo as manifestacbes da AR foram
diagnosticadas como sintomas de “gota”. Somente em 1800 o médico
francés Augustin Jacob Landré-Beauvais hipotetizou que essas
complicacdes seriam decorrentes de outra doenca reumatoldgica, que
em 1859 foi denominada como “artrite reumatoide” por Alfred Garrod
(GARROD; STOREY, 2001; UHLIG, 2011).
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A AR afeta cerca de 0,5- 1,0% da populacdo mundial, sendo uma
das condigcdes reumatolégicas mais frequentes na clinica médica
(JACOB; JACOB, 2012). A doenca acomete todos 0s grupos étnicos;
contudo, sua prevaléncia varia entre as populacdes (DELGADO-VEGA,;
JUAN-MANUEL, 2007). A prevaléncia da AR é excepcionalmente alta
em algumas populagdes nativo-americanas — Pima e Chippuwa Indians
(Del PUENTE et al., 1989; HARVEY et al., 1981). Maiores taxas sdo
vistas no norte da Europa e em paises Norte Americanos, enquanto que
no sul Europeu e em paises em desenvolvimento a prevaléncia da
doenca é menor (ALAMANOS; VOULGARI; DROSOS, 2006;
ALAMANOS; DROSOS, 2005).

A idade média de manifestacdo da AR é de 50 anos, porém, a
doenca pode se manifestar em qualquer faixa etaria (TOBON;
YOUINOU; SARAUX, 2010; ALAMANOS; DROSOS, 2005). A AR ¢
de duas a trés vezes mais frequente em mulheres que em homens. Para
explicar essa maior prevaléncia no sexo feminino hip6teses relacionadas
a participacdo de horménios sexuais, inativacdo do cromossomo X,
historico reprodutivo e microquimerismo foram formuladas (OLIVER;
SILMAN, 2009). Entretanto, ainda que diversas explicagcdes tenham
sido propostas para explicar as diferencas de género observadas em
muitas doengas autoimunes, nenhum consenso foi obtido (POLLARD,
2012). Acima dos 75 anos a AR passa a ser mais prevalente em homens
que em mulheres (TOBON; YOUINOU; SARAUX, 2010; SYMMONS,
2002).

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

1.2.1  Imunopatogénese

Fatores relacionados a imunidade adaptativa parecem
desempenhar uma funcdo chave na patogénese da AR, importancia
evidenciada pela presenca de autoanticorpos e associacdo a doenca de
inimeros genes envolvidos com o sistema imune adaptativo , como
HLA-DR, PTPN22 (McINNES; SCHETT, 2011).
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Mecanismos celulares e humorais estdo presentes e incluem a
secrecdo de citocinas por diversos tipos celulares. As células localizadas
na articulagdo inflamada s@o responsaveis pela liberacdo de diversas
citocinas, como: IL1, IL6, IL13, IL15, IL17, IL18, IL22, IL33 e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a; McINNES; SCHETT, 2011). .

Citocinas sdo implicadas em muitos dos processos relacionados a
patogénese da AR. Elas regulam a diferenciacdo dos linfocitos T entre
as populacbes T helperl (Thl) e T helper 2 (Th2). De acordo com 0
padrdo de citocinas produzido, a AR foi considerada por muitos anos
uma doenca dominada por linfécitos Thl. A resposta Thl promove a
ativacdo de macrofagos e neutrdfilos. Os produtos liberados por essas
células, como espécies reativas de oxigénio (ROS), podem provocar a
lesdo tecidual que é verificada na AR (BOISSIER, 2011; McINNES;
SCHETT, 2011).

No entanto, a observacdo de que niveis elevados de IL17 estdo
presentes no liquido sinovial de pacientes com AR destacaram o
envolvimento de um novo subtipo linfocitario na patogénese da doenca
— 0s linfécitos Th17, os quais sdo caracterizados pela secrecdo de IL17
(SCHEINECKER; SMOLEN, 2010; KOTAKE et al., 1999). Acredita-se
que I1L17 atue como um efetor central no desenvolvimento da doenga. O
desequilibrio entre a concentragéo de IL17 e de linfocitos T,y bloqueia a
atividade destes Ultimos e ativa a producdo de TNF-a. Essa situagdo
levaria a um quadro inflamatdrio persistente, evidenciando o papel de
IL17 na progressdao da AR (SCHETT; GRAVALLESE, 2012; AFZALLI,
LOMBARDI; LORD, 2007).

A imunidade humoral é parte da doenca. Linfocitos B possuem
diversas fungbes no desenvolvimento e manutencdo da AR, incluindo a
ativacdo de linfocitos T, secrecdo de citocinas e producdo de
autoanticorpos (MANDIK-NAYAK, et al., 2008). Pacientes submetidos
a terapia com rituximab (um depletor de linfécitos B que expressem a
molécula de superficie CD20) apresentam aparentes beneficios clinicos.
Os processos patogénicos sobre os quais 0 medicamento atua ndo sdo
conhecidos, mas a melhora observada nos pacientes ap6s o tratamento
destaca a importancia da imunidade humoral na AR (ANDERSSON; LI,
BRENNAN, 2008; MANDIK-NAYAK, et. al., 2008; EDWARDS et al.,
2004).

Apesar de todos os avangos obtidos no tratamento da doenga 0s
fatores que desencadeiam a perda de tolerancia e direcionam o processo
inflamatdrio para as articulagbes ndo estdo esclarecidos (McINNES;
SCHETT, 2011).
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1.2.2  Fisiopatologia

A AR acomete inicialmente as articulagBes sinoviais. A
articulacdo é a regido de contato entre dois 0ssos, entre cartilagem e
0SS0 ou entre dentes e 0ssos. As articulagdes sinoviais sdo caracterizadas
pela presenca da cavidade articular, um espaco localizado entre 0s 0ss0s
articulantes (Figura 1).

Figura 1: Estrutura de uma articulacéo sinovial tipica. Em A: 0sso articulante.
B: cavidade articular preenchida pela sindvia (ou liquido sinovial). C:
cartilagem articular. D: osso articulante. E: peridsteo. F: cépsula articular,
composta pela membrana sinovial e cartilagem articular. Fonte: Adaptado de
Tortora, 62 Ed, 2008.

O processo inflamatério observado na AR afeta primariamente a
membrana sinovial e, uma vez estabelecido, permite que mecanismos de
amplificacdo da resposta imune- como secre¢do de citocinas por
linfocitos T auxiliares - contribuam para manutencdo da sinovite
(inflamag&o da sindvia; STRAND; KIMBERLY; ISAACS, 2007).

A inflamacdo persistente promove alteragdes na estrutura da
membrana sinovial. Enquanto que na articulagdo normal a membrana
sinovial possui uma Unica camada de células, na AR essa membrana
apresenta varias camadas celulares. Na interface entre a cartilagem e o
0sso verifica-se intensa atividade do tecido sinovial, que se torna
bastante invasivo e passa a ser chamado “pannus” (CULSHAW,
Mclnnes; LIEW, 2011; TAYLOR; MEHTA; TULL, 2009). Ocorre
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ainda intensa angiogénese e infiltracdo por diversos subtipos de
leucécitos (Figura 2).
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Figura 2: Caracteristicas da inflamagdo articular na AR (A) Articulagdo normal.
(B) Na AR. A membrana sinovial torna-se hiperplésica e infiltrada por células
inflamatérias. Adaptado de: STRAND; KIMBERLY:; ISAACS, 2007.

Em alguns pacientes a membrana sinovial adquire caracteristicas
de um 6rgdo linfoide secundario, com formacao de centros germinativos
responsaveis pela maturacdo de afinidade, mudanca de classe e
formag&o de células plasmaéticas e linfocitos B de meméria (KORB-PAP
etal., 2012).

Depois de repetidos ataques inflamatérios pode haver deposicdo
de fibrina e substitui¢do da cartilagem por tecido fibroso, o que leva a
fusdo articular (anquilose, BENJAMINI et al., 2002).

Além do processo inflamatério que ocorre nas articulagdes,
diversos outros 6rgdos podem ser acometidos, como pulméo, coracéo e
olhos. Manifestacfes extra-articulares sdo verificadas em até 40% dos
pacientes e estdo associadas a uma doenca mais severa
(MYASOEDOVA et al., 2011; PRETE et al., 2011; TURESSON et al.,
2007). Dentre as manifestacOes extra-articulares mais comuns destaca-
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se a presenca dos nddulos reumatoides, que estdo presentes em cerca de
30% dos pacientes e sdo associados com pior progndstico e Sindrome de
Sjogren, que se manifesta por secura nos olhos e na boca (PRETE et al.,
2011; JEFFERY, 2010).

1.2.3  Critérios de Diagndstico

Em 1987, o American College of Rheumatology (ACR) definiu os
critérios para o diagnéstico da AR. Entretanto, havia dificuldade em
diferenciar a AR de outras doengas reumatoldgicas e em diagnosticar a
doenca nos estagios iniciais. Para contornar essas limitagGes, novos
critérios foram estabelecidos pelo ACR em 2010 (Tabela 1).
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Tabela 1: Critérios de Classificagdo da Artrite Reumatoide segundo ACR 2010

Critério Pontuacdo’

Articulactes®

1 grande articulagéo 0
2-10 grandes articulages 1
1-3 pequenas articulacdes (grandes articulagdes excluidas) 2
4-10 pequenas articulacdes (grandes articulagdes excluidas) 3
>10 articulacBes (pelo menos 1 pequena articulagéo) 5
Sorologia

FR e anti-CCP negativos 0
Baixo valor de FR ou de anti-CCP (< 3 vezes acima do 5
limite normal)

Alto valor de FR ou de anti-CCP (> 3 vezes acima do limite 3
normal)

Duracao dos Sintomas

< 6 semanas 0
> 6 semanas 1
Reagentes de Fase Aguda

Niveis normais de proteina C-reativa e coeficiente de 0
hemossedimentacédo

Niveis anormais de proteina de C-reativa e coeficiente de 1

hemossedimentacdo

Adaptado de: ALETAHA et al., 2010.

* uma pontuago > 6 indica diagnéstico de AR

§ definicdo de pequenas articulagbes: metacarpofalangeal, interfalangeal proximal, 2° ao 5°
metatarsofalangeal e articulacGes interproximais do polegar e pulsos. Defini¢do de grandes
articulacdes: ombros, cotovelos, quadris, joelhos e tornozelos.

O diagnostico da AR é clinico e combina o histérico de dor e
rigidez articular do paciente, o exame fisico da sinovite e as medidas
laboratoriais, que incluem: (1) radiografias; (2) marcadores de atividade
inflamatdria: velocidade de hemossedimentacdo (VHS) e medida da
proteina C-reativa (CRP) e (3) dosagem dos niveis de autoanticorpos:
fator reumatoide (FR) e anti-citrullinated peptide/protein antibodies
(ACPAs; (FARHEEN; AGARWAL, 2011).

Testes laboratoriais como VHS e quantificacdo dos niveis de
CRP sdo utilizados no monitoramento da resposta ao tratamento
medicamentoso e na avaliacdo da atividade da doenca através de sua
inclusdo no célculo do Disease Activity Score in 28 joints (DAS28). A
VHS é uma medida indireta da elevacdo na concentracdo de proteinas
plasméaticas de fase aguda. A CRP é uma das proteinas de fase aguda
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gue se encontram aumentadas durante a inflamacdo (FARHEEN;
AGARWAL, 2011).

Os pacientes com AR sdo classificados de acordo com a
positividade ao exame de FR e anti-cyclic citrullinated peptide antibody
(anti-CCP). Essa classificacdo € importante, pois auxilia na
determinacdo do progndstico de cada grupo. ManifestacGes clinicas e a
influéncia dos fatores genéticos e ambientais também variam entre estes
grupos (PADYUKOV et al, 2011; KLARESKOG; CATRINA;
PAGET, 2009).

O FR é um autoanticorpo (IgM, 1gG ou IgA) dirigido contra a
porcdo Fc de 1gG, encontrado em cerca de 80% dos pacientes com AR.
No entanto, ndo é considerado um marcador da AR, uma vez que pode
ser verificado em outras doengas e em individuos saudaveis (SCOTT;
WOLFE, HUIZINGA, 2010; WEGNER et al., 2009).

ACPAs sdo autoanticorpos dirigidos contra proteinas citrulinadas.
A citrulinacdo ocorre apds a sintese proteica e consiste na conversdo do
amino4cido Arginina em Citrulina. O aminoéacido citrulina ndo €
codificado diretamente pelo DNA,; ele é introduzido na proteina apenas
em situacOes especificas, como na queratinizacdo epitelial, apoptose e
inflamacdo (FARHEEN; AGARWAL, 2011; VAN VENROOWJ; VAN
BEERS; PRUIJIN, 2011; PRUNN; WIIK; VAN VENROOIJ, 2010,
WEGNER et al., 2009). Pacientes com AR geralmente apresentam
anticorpos contra proteinas contendo citrulina. Esses anticorpos podem
ser medidos e utilizados no diagndstico (especificidade = 95-98%).
Podem ainda ser utilizados para predizer a doenca em pacientes
assintomaticos e com artrite indiferenciada, sendo encontrados no soro
de pacientes muitos anos antes do aparecimento dos sintomas clinicos
(PRUIN; WIIK; VAN VENROOIJ, 2010). ACPAs predizem ainda o
desenvolvimento de uma doenga mais erosiva, com maior presenca de
manifestacdes extra-articulares (RUYSSEN-WITRAND et al., 2012;
SCOOT; WOLFE; HUIZINGA, 2010).

1.2.4 Etiologia e Fatores Ambientais Relacionados

A etiologia da AR é complexa e desconhecida (WEGNER et al.,
2009). Na tentativa de identificar os agentes causais da doenca diversos
modelos de patogénese foram propostos:

- O primeiro sugere que a fumaca do cigarro poderia promover a
citrulinagdo de proteinas em individuos que possuem uma constitui¢do
genética favordvel, desencadeando diversas reagdes imunes que
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culminariam no desenvolvimento da AR (KLARESKOG et al., 2011). O
tabagismo dobra o risco de desenvolvimento da doenca em individuos
que utilizam acima de 40 macos por ano. Este risco permanece elevado
até 20 anos ap0s a interrupcdo do uso continuo de cigarro (TOBON;
YOUINOU; SARAUX, 2010; LIAO; ALFREDSSON; KARLSON,
2009). O tabagismo é associado ainda com a producdo de FR e ACPA
(TOBON; YOUINOU; SARAUX, 2010).

- O segundo sugere que a bactéria associada a periodontite,
Porphyromonas gingivalis, possa estar envolvida na patogénese da AR.
P. gingivalis é capaz de realizar a citrulinacdo de proteinas através de
uma enzima propria, que apresenta um mecanismo de citrulinacdo
distinto ao das enzimas humanas (RUTGER PERSSON, 2012). Essa
distingdo poderia resultar em mimetismo molecular, causando
autoimunidade (WEGNER et al., 2009).

Muitos estudos analisaram a relacdo dos fatores epidemiol6gicos
com a AR; no entanto, os resultados obtidos tem sido contraditérios.
Isso pode ser devido a fatores como; variabilidade no desenho dos
estudos, gerando dados que dificultam a comparacgdo e a necessidade de
maior avaliacdo do papel exercido pelos fatores epidemiolégicos em
cada grupo de pacientes (ACPA-positivo e ACPA-negativos; LAHIRI,
2012). Dentre os fatores ambientais que tém sido investigados
destacam-se:

- Tabagismo: consumo >40 magos por ano dobra o risco & AR e

esta associado com o desenvolvimento dos autoanticorpos FR e

ACPA (TOBON; YOUINOU; SARAUX, 2010; LIAO;

ALFREDSSON; KARLSON, 2009).

- Nivel de escolaridade: um maior nivel de escolaridade foi

associado a protecdo ao desenvolvimento da AR FR-positivo

(PEDERSEN et al., 2006).

- Indice de Massa Corpérea (IMC): um IMC > 30 kg/m2 foi

associado a protecdo a AR ACPA-positivo € a um menor dano

articular (BAKER et al., 2011; VAN DER HELM-VAN MIL et

al., 2008; HERNANDEZ-AVILA et al., 1990).

- Amamentacdo: verificou-se que amamentar por periodo

superior a 12 meses fornece protecdo ao desenvolvimento futuro

de AR (PIKWER et al., 2009; OLIVER; SILMAN, 2009).

- Idade da menarca: mulheres com menarca precoce (até 15 anos)

estdo em menor risco de desenvolver AR (PEDERSEN et al.,

2006).
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- Contraceptivos orais: 0 uso de contraceptivos orais ndo foi
associado a AR (LIAO; ALFREDSSON; KARLSON, 2009;
PIKWER et al., 2009).

- Terapia de Reposi¢do Hormonal (TRH): ndo foram encontradas
evidéncias de associacdo da TRH com a AR (DORAN et al.,
2004; MERLINO et al., 2003; HERNANDEZ-AVILA et al.,
1990).

- Alcool: o consumo regular de &lcool foi associado a menores
niveis de CRP e a protecdo ao desenvolvimento de AR ACPA-
positivo e de danos radiograficos (HOOVESTOL; MIKULS,
2011; PEDERSEN et al., 2006).

1.2.5 Fatores Genéticos de Susceptibilidade

A AR é uma doenca multifatorial, resultado de complexas
relagdes entre fatores ambientais e efeitos genéticos (SCOTT et al.,
2011).

Estudos com gémeos permitem que seja estimado o grau de
contribuicdo da genética e dos fatores ambientais a uma determinada
doenca. A partir de estudos com pares de gémeos monozigoticos e
dizigédticos MacGregor e colaboradores (2000) estimaram que os fatores
genéticos contribuem com aproximadamente 60% do risco a AR. Cerca
de um tergo desse risco genético é atribuido a genes do complexo MHC
(do inglés Major Histocompatibility Complex), também conhecido como
HLA (do inglés Human Leukocyte Antigen; KURKO et al., 2013).

O complexo MHC esta localizado no cromossomo 6 (6p 21.3).
Compreende uma &rea de 3,6 Mb, com cerca de 200 genes e que é
dividida em trés sub-regides (classes I, Il e 111). Esta é uma das regides
mais bem estudadas do genoma humano e os antigenos codificados por
esses genes possuem grande importancia na resposta imune (BOWES;
BARTON, 2008).

A maior parte da associacdo ao MHC é atribuida a variacdes do
gene HLA-DRBI, o qual codifica a cadeia B das moléculas de HLA-DR
(RAYCHAUDHURI et al., 2012). As moléculas de HLA-DR séo
heterodimeros constituidos de uma cadeia alfa (DRA) e uma cadeia beta
(DRB) e ficam localizadas na membrana das células apresentadoras de
antigeno, onde atuam na apresentacdo de peptideos antigénicos aos
linfocitos T (BAX et al., 2011).
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Os alelos do gene HLA-DRB1 mais frequentemente associados a
AR sdo *0101, *0401, *0404, *0405, *0408, *0901 e *1001
(ALVAREZ, et al, 2008).

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

Contudo, a associagdo ao HLA por si s6 ndo explica a
contribuicdo genética & AR. No intuito de identificar essa
hereditariedade ndo esclarecida diversos estudos foram realizados e
como resultado mais de 35 loci genéticos ndo-HLA de susceptibilidade
para a doenga foram identificados (Figura 3; GREGERSEN, 2010).
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Figura 3: Genes de susceptibilidade para AR. Adaptado de GREGERSEN,
2010.

A contribuico genética a doenga varia entre 0s pacientes com
AR, anti-CCP-positivos e anti-CCP-negativos. Todo o efeito observado
acima é valido para pacientes anti-CCP - positivos. Para 0s pacientes
anti-CCP - negativos a forga da contribui¢do genética € menor, variando
em torno de 30-50% (de VRIES, 2011). Alguns genes foram associados
principalmente a pacientes anti-CCP-positivos, porém néo associados ao
grupo anti-CCP-negativo: PTPN22, TRAF1-C5, CTLA-4, além do HLA-
SE (VAN DER HELM-VAN MIL; TOES; HUIZINGA, 2010).
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Pouco tem sido realizado no intuito de identificar a base genética
de predisposicdo a AR no grupo anti-CCP-negativo (SCOTT et al.,
2011). Até o presente, apenas um estudo GWAS (do inglés Genome-
Wide Association Studies) investigando essa possivel diferenciacdo foi
publicado. Entre os loci sugeridos como associados ao grupo anti-CCP-
negativo estdo: RPS12P4, IGFBP1, IRF5 (PADYUKOV et al., 2011).

1.2.5.1 Gene PTPN22 e SNP C1858T

O gene PTPN22 esti localizado no cromossomo 1p13.3-13.1
(Figura 4) e codifica a proteina tirosina fosfatase (PTP) conhecida como
lymphoid tyrosine phosphatase (Lyp). Lyp é uma proteina localizada
principalmente no citoplasma e consiste de um dominio N-terminal
fosfatase e uma longa regido C-terminal, que contém diversos motivos
ricos em prolina (P1-P4, COHEN et al. 1999). Lyp existe em trés formas
(geradas por processamento alternativo) denominadas Lypl-3, sendo
Lypl a mais abundante e bem estudada das 3 isoformas (WANG et al.,
2010).

[ 1142393824 p [114447741 p
RPS2P14 RSBN1 Loci00287722
PHTF1 PTPNZE tf—— AP4E1

BCL2L1S

Figura 4: Representacdo da regido do cromossomo 1 no brago p (linha continua)
onde estd localizado o gene PTPN22 (posicdo da seta vermelha) e genes
proximos (posicdes das setas mais claras). Fonte: NCBI, 2013.

A proteina Lyp é expressa exclusivamente em células
hematopoiéticas e exerce importante funcdo na manutencdo da
homeostasia imune. Essa enzima é um potente modulador da sinaliza¢éo
em linfécitos T e B (RHEE; VEILLETTE, 2012; BURN et al., 2011;
VANG, et. al, 2008).

Lyp regula negativamente a cinase Lck. Lck atua adicionando
fosfato aos residuos de tirosina contidos nos motivos de ativagdo de
imuno receptores tyrosine-based activation motif (ITAMs) das proteinas
associadas ao TCR. A fosforilagdo das tirosinas desses ITAMs da inicio
a transducdo de sinal que culmina com a ativacdo dos linfocitos T
(BURN et al., 2011).

Lck € um membro da familia de proteinas tirosinas cinases
(PTKSs) citoplasmaticas- Src. Todos os membros da familia Src possuem
como caracteristica quatro dominios SH (SH1-SH4). As proteinas do



38

tipo Src séo fosforiladas por outra familia de PTKSs, cujo membro mais
conhecido é a c-Src-cinasel (Csk-1; BURN et al., 2011).

Csk é um potente supressor da ativagdo dos linfocitos T. Essa
proteina adiciona fosfato as PTKs da familia Src (como Lck). Isso
desativa parcialmente a proteina Lck, que fica entdo impossibilitada de
desencadear a transducdo de sinal que leva a ativagdo dos linfécitos T
(BURN et al., 2011).

A proteina codificada pelo gene PTPN22 (Lyp) atua em conjunto
com Csk, formando um complexo com essa proteina. O complexo
Lyp/Csk inibe a sinalizagdo do TCR (Figura 5). Essa interacdo entre
Lyp e Csk ocorre justamente na regido de Lyp onde est& localizado o
polimorfismo C1858T (RIECK et al., 2007).

1 fosforilagdo
(\ defosforilagédo

. Y505 citoplasma

Csk 1\

3™y

Lck ativa Lck inativa

Figura 5: Inibi¢do da ativacdo do TCR pelo Complexo Lyp/Csk. Lyp (em roxo)
e Csk (em vinho) inativam Lck (em laranja). A interacdo Lyp/Csk é mediada
através do primeiro dominio proliprolina (P1) em Lyp e o dominio SH3 de Csk.
Csk fosforila Lck na posigdo Y505 criando um sitio de ligagdo para SH2, o que
resulta em uma dobra interna e na desativagdo parcial de Lck. Para que Lck seja
completamente inativada Lyp deve desfosforilar o residuo ativatorio Y394 no
dominio para cinase de Lck. Fonte: Adaptado de BURN et al., 2011.

espago extracelular

Y394

Numerosos Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) séo
descritos no gene PTPN22. Alguns deles sdo indicados na Figura 6.
Destes, 0 SNP C1858T (rs2476601) é o mais associado a AR
(PRADHAN; BORSE; GHOSH, 2010).
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Figura 6: Estrutura de duas isoformas transcritas do gene PTPN22 com
indicacédo de sete posi¢des de SNPs (indicadas pelas setas) localizadas em éxons
(barras verticais) e introns (linhas horizontais). As duas isoformas dependem do
tipo de processamento que o RNAm imaturo sofre. Destaque para o SNP
(rs2476601), indicado como R620W. Adaptado de: PRADHAN; BORSE;
GHOSH, 2010.

O SNP C1858T (rs2476601) do gene regulador da resposta imune
- PTPN22 (do inglés protein tyrosine phosphatase non-receptor 22) - é
0 locus ndo-HLA de maior influéncia na susceptibilidade a AR
(KURKO et al., 2013).

A transicdo de uma citosina para uma timina na posicdo
nucleotidica 1858 (C1858T) da regido codificadora do gene PTPN22
resulta na substituicdo de um aminoacido Arginina (R/CGG) para um
aminoacido Triptofano (W/TGG) no cédon 620 (R620W) do éxon 14
(BOTTINI et al., 2004). O SNP C1858T (rs2476601) tem sido associado
a diversas doengas autoimunes que possuem como caracteristica a
producdo de autoanticorpos, tais como: artrite reumatoide, diabetes tipo
I, lUpus eritematoso sistémico, miastenia gravis e doenga autoimune da
tireoide, sugerindo que este polimorfismo esteja envolvido em
mecanismos de regulacdo compartilhados por diversas condigdes
autoimunes (BEHRENS, 2011).

Estudos de associagao genética tém confirmado a associa¢do do
SNP C1858T a AR em diversas populacdes. No entanto, a frequéncia do
alelo de risco 1858T varia conforme o grupo populacional, 0- 0,117
(dbSNP; disponivel em <://ncbi.nml.nih.gov/SNP>). Nas populagdes
europeias observa-se um gradiente geografico de frequéncia, com a
frequéncia do alelo variante 1858T diminuindo do Norte para o Sul da
Europa. Em populagbes africanas e asiaticas a frequéncia do alelo
variante é irriséria (GREGERSEN et al., 2006). Até o presente, a
determinacdo das frequéncias alélicas do SNP C1858T no grupo com
artrite reumatoide e a andlise da possivel associagdo deste polimorfismo
a doenca ndo foram realizados na populagéo brasileira.
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O SNP C1858T apresenta um acentuado efeito de dose. A
homozigosidade para o alelo de risco (1858T) aumenta dramaticamente
a susceptibilidade a AR FR positivo. Os individuos que possuem o
genotipo TT possuem um risco cerca de trés vezes maior de desenvolver
AR FR-positivo em comparacdo aqueles com genétipo CT (LEE et al.,
2005).

Dez haplétipos comuns (frequéncia >1%) listados na Figura 7
foram identificados por Carlton et al (2005) através da genotipagem de
37 SNPs localizados na regido do gene PTPN22. O haplétipo 2 foi
fortemente associado a AR e é o Unico que possui o alelo 1858T (Figura
7). A importancia do alelo 1858T é reforcada pelo fato de ndo haver
uma associacdo do PTPN22 nas populagfes asiaticas, as quais raramente
carregam a variante 1858T (GREGERSEN; OLSSON, 2009).

Figura 7: Hapl6tipos preditos do gene PTPN22 e associagdo com AR. Adaptado
de Carlton et al., 2005.

SNP

o
=
F

HAPLOTYPE 8 1011 1314151617 18 19 2

1 (

(21 21[3] (3]
~

( T
( T
G T
( T

P

o=y

C

C
i C
A C

8
9
10

[aNaEalala R b S

NSNS SIS NSNS R

[sBIvmRIsBI=Is[E]
NSNS IOININ | &
EISICIETEIETEs (o] (o) I

e e o e ] e A P
[ 1SS NS =S

(
(
C
C
8
T
T
T
T
T

,_A,A,»,Hﬁﬁ
PN (1P "N Y NN S
OO0

[ 12
CT G
CT G
CT G
G T A
G« A
G C [ A
G ( [ A
G C A
( C A
( ! A

I~ == NI Bl e
1910101 11D B |3 |3 | 1
- s e ol I
anonnoOOaD
o

A
A
A
A
T
T
T
T
T
T

[
C
G
(
[
[

E === g

RIRIGRIGE
-

G
( I G
( T G
G T G
( I G
( T G

N[ I s I Pl oy B i o |

Nota: em destaque o SNP 22 (C1858T). Percebe-se que apenas o haplé6tipo
apresenta a variante de risco (1858T).

O significado bioldgico da proteina variante (620W) é incerto
(RHEE; VEILLETTE, 2012). A maioria dos estudos com células
humanas aponta que proteinas contendo a variante 620W ocasionam
uma menor indugdo das respostas por linfocitos T. Estudos com
linfocitos B humanos indicam que individuos com a variacdo 620W
possuem mais linfdcitos autoreativos que aqueles que nédo apresentam a
variagdo (RIECK et al., 2007). Esses resultados sugerem que 620W
representa uma variante de ganho de funcdo. Assim, quando 620W esta
presente ocorre uma maior inibigdo da sinalizagdo do TCR e BCR. Esse
aumento no limiar de sinalizacdo pode entdo interferir no processo de
selecdo negativa, ao permitir o escape de linfocitos autorreativos do
timo e afetar o funcionamento das células T regulatérias (VANG et al.,
2005).
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Em compensacdo, experimentos realizados com camundongos
knock-in e knock-out mostraram que a presenca da variante promove
menor expressdo da proteina Lyp e menor ligagdo a Csk em comparagdo
com a proteina selvagem. Esses resultados suportam que no modelo
murino a variante 619W (correspondente da variante 620W) represente
uma variante de perda de funcdo. A perda de fungdo da proteina 620W
faz com que a sinalizagdo do TCR néo seja suficientemente inibida,
gerando a hiperativacdo dos linfécitos T (ZHANG et al.,, 2011,
ZIKHERMAN et al., 2009; HASEGAWA et al., 2004).

1.3 ANALISE MOLECULAR DO SNP PTPN22 C1858T

Metodologias para genotipagem de pequenas variacdes genéticas,
como o SNP C1858T, podem ser divididas em dois grupos:

e Métodos de tubo aberto: requer que os produtos sejam
inicialmente preparados e entdo utilizados como moldes em
uma segunda reacdo, tal como ocorre na técnica de PCR-
RFLP.
e Métodos de tubo fechado: os componentes da reagdo sdo
inseridos em um sistema que ndo requer manipulacdo
adicional dos produtos da reagdo de PCR, como ocorre na
técnica de PCR em Tempo Real. Esses métodos geralmente
empregam fluorescéncia e oferecem muitas vantagens em
relacdo aos métodos de tubo aberto (GIBSON, 2006).

1.3.1 PCRem Tempo Real e High Resolution Melting

A técnica de PCR em Tempo Real é uma adaptacdo do método
revolucionario de PCR desenvolvido por Kary Mullis, que permite a
amplificacdo exponencial de fragmentos especificos de DNA
(VALASEK; REPA, 2005).

Na PCR em Tempo Real a quantidade de produto formado é
monitorada ao longo do tempo através da variacdo observada na
fluorescéncia. Fluoréforos sdo adicionados a reacdo e se ligam ao
fragmento amplificado, gerando um sinal de fluorescéncia que reflete a
quantidade de produto formado (KUBISTA et al., 2006).

Muitas estratégias estdo disponiveis, como a utilizacdo de sondas
ou a deteccdo ndo-especifica por corantes de DNA. Este corante deve
ser estavel sob as condices da PCR e ndo inibir a reacdo de
amplificacdo. Corantes de DNA sdo fluor6foros que, ao se intercalarem
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ao DNA dupla-fita (dsDNA) formado, promovem um aumento na
fluorescéncia emitida (GIBSON, 2006).

O método de PCR em Tempo Real permite ainda que a
temperatura na qual o produto se dissocia — Temperatura de melting
(Tm) - seja utilizada para deteccdo de variagcBes na sequéncia. Essa
propriedade possibilitou o desenvolvimento da andlise molecular por
HRM (High Resolution Melting).

Dentre os métodos disponiveis para rastreamento de mutagdes a
técnica de HRM é a que possui 0 melhor custo-beneficio. A habilidade
da técnica em detectar mutacGes a um baixo custo tem implicagdes para
estudos de rastreamento de populacBes em larga escala, contribuindo
para o entendimento da prevaléncia de mutacBes conhecidas e a
descoberta de novas mutagdes (TAKANO et al., 2008).

A técnica de HRM ndo requer processamento pos-PCR,
diminuindo a possibilidade de contaminagdo e o tempo requerido para
conclusdo do experimento. A técnica pode ser utilizada para
genotipagem de SNPs, pequenas delecfes e insercdes, analises de
identidade de sequéncias (sequence matching) e rastreamento de novas
mutacbes (REED; KENT; WITTWER). Além disso, por se tratar de um
método ndo-destrutivo, o produto de PCR pode ser prontamente
utilizado para o sequenciamento das amostras, se necessario (REED;
WITTWER, 2004).

O HRM é uma técnica cuja analise é baseada nas diferengas
termodindmicas apresentadas pelos fragmentos de DNA quando este é
desnaturado. O melting ou desnaturagdo ocorre quando o DNA de
dupla-fita se dissocia em DNA simples-fita (REED; KENT;
WITTWER, 2007).

Um fluoréforo capaz de se intercalar ao DNA de dupla-fita é
adicionado antes da reacdo de PCR, permitindo que a fluorescéncia
emitida por essa ligacdo seja monitorada ao longo do tempo (Figura 8).

A andlise por HRM ¢é baseada nas diferencas observadas entre os
valores de Tm e de formato da curva de dissociacdo das amostras
(Figura 9). Amostras homozigotas séo identificadas pela mudanga na
Tm, engquanto que os heterozigotos séo identificados de acordo com o
formato da curva de dissociacdo (WITTWER et al., 2003). Para
qualquer amostra heterozigota, a curva de dissociagdo resultante é uma
combinacdo de dois homoduplex e dois heteroduplex, que sdo formados
guando as amostras sdo resfriadas (HERRMANN et al., 2007).
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Figura 8: Curva de dissociagdo do DNA. A fluorescéncia emitida pela
dissociagdo do DNA permite que seja gerada uma curva de dissociagdo. A taxa
de fluorescéncia diminui a medida que a temperatura aumenta e 0 DNA se
dissocia em fita simples. A temperatura de dissociacdo (Tm) &
convencionalmente definida como a temperatura em que 50% do DNA esta no
formato de fita simples. Adaptado de REED; KENT; WITTWER, 2007.
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Figura 9: Genotipagem por HRM. Trés genoétipos diferentes podem ser
observados através da andlise da curva de dissociagdo. As amostras
homozigotas, representadas em preto (A/A) e em azul (C/C) podem ser
diferenciadas com base em suas Tm e a amostra heterozigota (A/C)
representada em vermelho pode ser identificada pela diferenga no formato da
curva de dissociacdo. Adaptado de REED; KENT; WITTWER, 2007.
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O perfil de dissociacdo de um produto de PCR depende do seu
contetdo em CG, comprimento do fragmento, sequéncia de
nucleotideos e heterozigosidade. A posicdo da variante no produto de
PCR ndo interfere na acuracia do método (REED; KENT; WITTWER,
2007). Enquanto que uma substituicdo de G ou C para A ou T reduz a
Tm, uma substituicdo de A ou T para C ou G aumenta a Tm. As
variacbes de Udnico nucleotideo no genoma humano podem ser
classificadas em diferentes classes, que apresentam diferencas na Tm
(Tabela 2, LIEW et al., 2004).

Tabela 2:Ocorréncia e Tm dos SNPs no genoma humano (adaptado de Applied
Biosystems, 2009).

Classe de Mudanca de Mudanca tipicada ~ OcOrenciano

SNP base Tm Eﬁrr:?anr:g
1 CITeGIA (o fod 1°C) 64%
2 CIAeGIT oy tormo %Z 1°C) 20%
3 cre (02-05°C) 0%
4 AT 02-05) e

As diferencas entre os gendtipos sdo maiores para fragmentos de
pequeno tamanho (80-100pb). Isso ocorre porque estes se dissociam em
uma Unica transicdo de dissociagdo, enquanto que produtos maiores
(100-800pb) apresentam multiplos dominios de dissociacéo. No entanto,
ndo existe um limite do tamanho de fragmento a ser genotipado, uma
vez que a dissociacdo de um dominio pode ser independente da
dissociagdo dos demais, permitindo que um dominio invariante seja
utilizado como controle interno para o ajuste do aparelho e genotipagem
de fragmentos maiores (REED; KENT; WITTWER, 2007; WITTWER
et al., 2003).

13.2 PCR-RFLP
A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR -

Polimerase Chain Reaction) e posterior método de identificagdo do
polimorfismo pelo tamanho dos fragmentos gerados com o uso de
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enzima de restricdo (RFLP — Restriction Fragment Lenght
Polimorphism) (PCR-RFLP) é um método classico que se baseia na
clivagem do DNA por endonucleases. Um ensaio de PCR-RFLP pode
ser desenhado de modo que a presenca do polimorfismo altere o sitio de
restricdo para a enzima, permitindo a geracdo de fragmentos de
tamanhos diferentes. A deteccdo dos diferentes genétipos € entdo
realizada através da visualizagdo do comprimento dos fragmentos
gerados em suporte de gel. Esse processo, apesar de altamente sensivel e
especifico, demanda tempo e estd relativamente propenso a erros e
contaminagdo (PAIVA-CAVALCANTI; SILVA; GOMES, 2010;
ZHANG et al., 2005).
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2. JUSTIFICATIVA

A AR é uma doenga degenerativa; assim, quanto antes é realizado
o diagndstico e iniciado o tratamento, menores so 0s danos causados ao
paciente. O processo de destruicdo articular é responsavel pelo
afastamento do mercado de trabalno de pessoas em idade
economicamente ativa, gerando significativos impactos econdmicos e
sociais. Em torno de 37% dos pacientes tornam-se inativos dois anos
apos o diagndstico da AR (FERRAZ; VIEIRA, 2009; EBERHARDT;
LARSSON; NIVED, 1993).

O diagnobstico precoce é essencial para evitar a destruicdo
articular e permite que o curso da doenca seja alterado durante a fase de
janela terapéutica (DA MOTA et al., 2012). No entanto, existe uma
grande dificuldade nesta identificagdo devido a heterogeneidade de
sintomas, que, além de variaveis, podem ser comuns a outras doengas.
Em média, os pacientes sdo diagnosticados dois anos ap6s o inicio dos
sintomas clinicos (ROBINSON; TAYLOR, 2011; CHANet al., 1994).

Marcadores genéticos de susceptibilidade podem auxiliar em um
diagndstico rapido e preciso. O diagnéstico molecular de doengas tem
sido cada vez mais utilizado na pratica médica, porém alguns dos
exames possuem um valor elevado, dificultando o acesso a essas
tecnologias. Dentre as técnicas de biologia molecular disponiveis, a
Analise por High Resolution Melting (HRM) se apresenta como uma das
alternativas mais versateis e de melhor custo beneficio para uso em
laboratérios de diagnéstico molecular.

A utilizacdo do SNP C1858T do gene regulador da resposta
imune - PTPN22 — como possivel marcador da doenga tem sido
investigada em diversas populacBes e até 0 momento esta associacdo
ndo foi avaliada na populacdo brasileira com AR.

Considerando o envolvimento do PTPN22 C1858T na regulagéo
da resposta imune e sua associacdo com a AR em diversas populagdes
torna-se de grande importancia a implementacdo de um método
molecular de identificacdo desse polimorfismo de facil implementacéo e
bom custo beneficio como 0 HRM.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo padronizar a técnica de
High Resolution Melting para genotipagem do polimorfismo C1858T
(rs2476601) do gene PTPN22 e investigar sua associacdo com a Artrite
Reumatoide através de um estudo caso-controle em uma amostra de
pacientes do estado de Santa Catarina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Padronizar a técnica de High Resolution Melting para
genotipagem do polimorfismo C1858T;

- Verificar a existéncia de associagdo entre 0s genétipos € o risco
de desenvolvimento de AR;

- Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do
polimorfismo C1858T no grupo de pacientes e de controles;

- Investigar a relagdo de fatores ambientais com o risco de
desenvolvimento de Artrite Reumatoide;

- Investigar a relacdo entre 0s gen6tipos e dados soroldgicos com
a severidade da doenca;

- Atualizar o banco de dados existente no Laboratério de
Polimorfismos Genéticos (LAPOGE) com informagdes clinicas e
epidemioldgicas dos pacientes com Artrite Reumatoide.
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4. METODOLOGIA

41 COLETA DOS DADOS E COMPOSICAO DO GRUPO
AMOSTRAL

O trabalho desenvolvido faz parte de um projeto maior em
vigéncia no Laboratério de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE)
intitulado “Genética da Autoimunidade: Polimorfismos em Lupus
Eritematoso Sistémico e Artrite Reumatoide em pacientes de Santa
Catarina”, submetido sob inscrigio 172/06 ao Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa
Catarina (CEP-UFSC), sendo aceito em 26/06/2006 e prorrogado até
2013.

A coleta do material biolégico foi realizada no Hospital
Universitario (HU), vinculado a Universidade Federal de Santa
Catarina. Todos os participantes foram esclarecidos a respeito da
pesquisa realizada (Anexos A e D) e da manuten¢do do sigilo de suas
informacges pessoais e assinaram um termo de consentimento (Anexos
B e E) antes do preenchimento dos questionarios e da coleta do seu
material bioldgico.

Cada participante respondeu a um questionario, de onde foram
obtidos os dados familiais e epidemioldgicos (Anexos C e F) e doou
uma amostra de material biolégico que consistiu de 10 ml de sangue
periférico, mantido em tubo Vacutainer® com anticoagulante EDTA. Os
dados clinicos dos pacientes foram obtidos a partir do prontuario
médico.

O grupo de pacientes foi composto por 100 individuos, que foram
diagnosticados com Artrite Reumatoide e encaminhados pela equipe de
Reumatologia do HU-UFSC.

O grupo controle foi constituido por 100 individuos nao
portadores de qualquer doenca autoimune, selecionados através de
projeto desenvolvido paralelamente pela equipe do LAPOGE. A
inclusdo de individuos com autoimunidade poderia interferir nas
andlises, uma vez que diversos loci de predisposi¢do a autoimunidade
sdo compartilhados por diferentes doencgas autoimunes.

No presente estudo, a cor da pele foi utilizada em conjunto com
género e idade como um dos critérios de classificagdo entre as amostras
de casos e controles. Ainda que o critério cor da pele tenha se mostrado
inadequado em representar a heterogeneidade da populacéo brasileira, o
resultado do estudo realizado por Pena et al. (2011) estd de acordo com
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os dados do IBGE ao demonstrar que a contribuicdo europeia predomina
na populagdo do estado de Santa Catarina.

Os individuos foram inicialmente pareados por idade, sexo e cor
da pele. A medida que foram sendo realizadas as genotipagens muitas
amostras foram perdidas e o0 pareamento entre estas foi prejudicado.
Testes de homogeneidade foram realizados como forma de confirmar se
as amostras de casos e controles continuavam homogéneas com relacdo
aos critérios de pareamento estabelecidos.

4.2  PROCESSAMENTO, EXTRACAO E QUANTIFICACAO DAS
AMOSTRAS

Apbs coleta o material foi encaminhado ao LAPOGE, onde foi
centrifugado durante 20min a 3000 rotagdes por minuto (rpm) para
separacdo de seus constituintes em centrifuga Excelsa I
m%deIOZOGBL.Os constituintes das amostras foram armazenados a -
20°C.

A extracdo do DNA genémico foi realizada a partir da camada de
leucocitos pela técnica de Salting-out, adaptada de Miller et al. (1988).

Uma aliquota do DNA extraido foi quantificada em
espectrofotdmetro a partir da leitura de absorbancia a 260nm (medida da
concentracdo de DNA) e 280nm (medida da concentracdo de proteina,
GERALD, 2005; SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

Apos quantificagdo, as amostras foram catalogadas e incluidas no
banco de DNA existente no LAPOGE. As amostras foram diluidas a
concentracdo de 20ug/ml, padréo do laboratério.

43 AMPLIFICACAO E GENOTIPAGEM DO SNP PTPN22
C1858T

4.3.1 Genotipagem por HRM

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na
genotipagem por HRM foram desenhados para amplificar uma pequena
regido em torno do SNP, utilizando o programa Primer Express® 3.0
Software (ROZEN; SKALETSKY, 2000). O fragmento desenhado foi
de 81pb (Tabela 3).

A sequéncia FASTA utilizada para o desenho dos primers foi
obtida na pagina do dbSNP (disponivel em: < nchi.nlm.nih.gov/SNP>).
A especificidade do conjunto de primers desenhado foi verificada
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através da ferramenta PRIMER BLAST (disponivel em:
<ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast>) e a previsdo da temperatura de
melting das curvas de dissociacdo foi obtida através do aplicativo uMelt
(disponivel em: <dna.utah.edu/>). A amplificagdo foi realizada no
Sistema StepOne™ Real-Time PCR utilizando o Melt Doctor™ HRM
Master Mix (Life Technologies).

Tabela 3: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores (primers) desenhados
para a genotipagem por HRM do SNP C1858T (rs2476601) do gene PTPN22

Temperatura de

Gene Sequéncia dos iniciadores Dissociacéo (Tm)
(rfzz';tj‘égl) F5’CCAGCTTCCTCAACCACAATAAA3® 59°C
R5’TGCTCCAAGGATAGATGATGAAATC3’ 59°C

* F: forward primer; R: reverse primer.

Os protocolos utilizados para identificagdo do SNP se basearam
inicialmente nas indica¢des do fabricante:

- Mix de PCR: 1,2 ul (3 mM) de cada primer, 10,0 ul de Melt
Doctor™ HRM Master Mix, 6,6 ul de agua ultra-pura e 1,0 ul de DNA
molde (20ng/ul) em um volume final de 20,0 pl;

- Programa de PCR: pré-desnaturacéo de 10 minutos a 95 °C, 40
ciclos de 10 segundos a 95 °C (desnaturacdo), 10 segundos a 56 °C
(anelamento) e 4 segundos a 72 °C (extensdo).

- Dados de HRM: obtidos por variagdo da temperatura de 40 a
95°C a uma taxa de 25 aquisicOes a cada 1°C.

Foi realizada a padronizacéo do ensaio de HRM, sendo obtido ao
final do processo o seguinte protocolo de genotipagem:

- Mix de PCR: 2,0 ul (5 mM) de cada primer, 10,0 ul de Melt
Doctor™ HRM Master Mix, 4,0 ul de dgua ultra-pura e 2,0 pl de DNA
molde (20ng/ul) em um volume final de 20,0 pl;

- Programa de PCR: pré-desnaturacdo de 10 minutos a 95 °C, 45
ciclos de 10 segundos a 95 °C (desnaturacdo), 10 segundos a 56 °C
(anelamento) e 4 segundos a 72 °C (extensdo).

- Dados de HRM: obtidos por variagdo da temperatura de 40 a
95°C a uma taxa de 25 aquisicOes a cada 1°C.

A andlise dos dados de HRM foi realizada através do Software
High Resolution Melt Software v 3.0.1. Todas as analises realizadas por
HRM utilizaram amostras controle, representando cada um dos
gendtipos: CC, CT e TT. As curvas geradas por essas amostras controle
foram utilizadas pelo software para estabelecer um padréo de curva para
cada genotipo.
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A genotipagem das amostras foi realizada através do Grafico de
Curvas de Dissociagdo Alinhadas. O Gréfico de Diferencas permite uma
maior diferenciacdo entre as curvas de cada genoétipo. Neste formato de
grafico, um dos genotipos € estabelecido como referéncia e as curvas
dos demais gendtipos séo construidas através de comparagéo.

Todas as amostras foram genotipadas em duplicata, de modo a
permitir uma melhor definicdo da variacdo observada em cada
agrupamento.

Os resultados das analises por HRM foram considerados validos
somente quando todos os parametros indicados a seguir fossem
satisfeitos:

- As duplicatas amplificassem na PCR;

- As duplicatas ndo apresentassem desvios maiores que 0,05 entre
si;

- Os genotipos atribuidos pelo software as duplicatas fossem
concordantes;

- As duplicatas apresentassem um mesmo padréao de curvas.

4.3.2 Genotipagem por PCR-RFLP

A técnica de PCR-RFLP foi utilizada para confirmacdo dos
resultados de HRM. Trinta e sete das duzentas amostras (18,5%) que
compfdem o grupo amostral foram selecionadas aleatoriamente e
genotipadas por PCR-RFLP. Os oligonucleotideos iniciadores (primers)
utilizados na PCR amplificam um fragmento de 326 pb (pares de base) e
sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na
PCR-RFLP para genotipagem do SNP (rs2476601) do gene PTPN22,

Sequéncia de

Gene Sequéncia dos iniciadores Clivagem Rsal
PTPN22 (rs2476601) F5’TGCCCATCCCACACTTTAT 3’ 5-GTVAC-3’
R5’ACCTCCTGGGTTTGTACCTTA 3’ 3’-CAATG-5

* F: forward primer; R: reverse primer. Fonte: WAGENLEITER et al., 2005.

O protocolo utilizado na PCR esta descrito na Tabela 5 e o
Programa de Ciclagem na Tabela 6.
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Tabela 5: Reagentes utilizados na PCR-RFLP do SNP C1858T. Adaptado de:
WAGENLEITER et al., 2005.

Protocolo para PCR Volume para 1 amostra
Primer F (15pmol/pl) 0,1ul

Primer R (15pmol/pul) 0,1l

Tampé&o PCR (10x) 2,5u

MgCl, (50mM) 1,0 ul

dNTP (10mM) 0,5 pl

Tag DNA Polimerase (5U/ul) 0,2ul

Agua ultrapura 19,6ul

DNA (20ng/ul) 1,0ul

Volume Total 25,0 ul

Tabela 6: Programa de Ciclagem da PCR-RFLP do SNP C1858T. Adaptado de:
WAGENLEITER et al., 2005.
Programa de Ciclagem SNP C1858T

Ciclos  Etapa Temperatura e Tempo de Duragéo
1 Pré-desnaturacdo 95 °C 15 min
Desnaturagdo 94 °C 1 min
35 Anelamento 55 °C 1 min
Extensdo 72 °C 1 min
1 Extensédo 72 °C 10 min

O produto de PCR (8,0 ul) foi digerido por 0,5 pl da enzima Rsal
(2,5U, New England Biolabs, Inc.) junto a 5,0 ul de agua ultrapura e 1,5
ul do tampdo da enzima (NEB1), a 37°C por toda a noite (overnight) em
banho-maria.

Os oligonucleotideos iniciadores amplificaram um produto de
326pbh, que apresenta dois sitios de restricdo para Rsal, permitindo a
diferenciacdo de 1858C (228pb) e 1858T (272pb, WAGENLEITER et
al., 2005).

O produto da digestdo, previamente corado com Gel Red™, foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 2,5%. Posteriormente este
foi visualizado em fotodocumentador DNR Bio-Imaging Systems
MiniBIS Pro através do software GelCapture™. Os genétipos foram
identificados de acordo com o tamanho do fragmento gerado (Figura
10).

O gendtipo (C/C) apresenta os fragmentos de 228, 44 e 54pb ap6s
a clivagem pela enzima Rsal, enquanto que o homozigoto variante (T/T)
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produz os fragmentos de 272 e 54pb. O gendtipo heterozigoto (C/T)
corresponde as bandas de 272, 228, 54 e 44pb.

Figura 10: Foto de eletroforese em gel de agarose 2,5% mostrando fragmentos
de DNA que contém o SNP C1858T do gene PTPN22. Raia 1: fragmento de
PCR de 326pb. Raia 2: Gen6tipo CT - heterozigoto (fragmentos de 272, 228, 54
e 44pb). Raia 3: Genotipo TT — variante (fragmentos de 272 e 54 pb). Raia 4:
Gendtipo CC —(fragmentos de 228, 54 e 44pb). Os fragmentos de 54 e 44pb nédo
sdo visiveis.

4.4  ANALISE ESTATISTICA

O teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e as frequéncias
alélicas e genotipicas nos grupos de pacientes e controles foram
calculadas através de do programa GENEPOP v.4.0.10 (RAYMOND;
ROUSSET, 1995).

A associacdo dos genotipos, dados clinicos e epidemioldgicos
com a susceptibilidade a doenca foi verificada através do teste Odds
Ratio (OR), segundo Woolf (1955), adotando-se intervalo de confianca
(IC) de 95% e estabelecendo o limite de significancia a p = 0,05. O
valor de OR permitiu verificar quantas vezes o carater em questdo foi
mais frequente no grupo de individuos expostos ao fator de risco,
comparativamente ao risco em individuos ndo expostos a este fator
(RUMEL, 1986).

A OR foi calculada por regressdo logistica binaria através do
programa SPSS v.12.0. O programa SPSS v.12.0 também foi utilizado
para o célculo do teste t de Student.
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As anélises de OR relacionadas a susceptibilidade a AR foram
realizadas para:

- Presenca do alelo de risco através de trés modelos de analise
(Tabela 7);

Dos fatores epidemioldgicos relacionados a AR foram analisados
apenas o tabagismo e aqueles relacionados a dados hormonais, em
funcdo da disponibilidade das informagdes disponiveis e que
permitissem a comparacao entre casos e controles:

- Tabagismo (inclui fumantes e ex-fumantes (=>10 macos/ano)
até 20 anos atras) e presenca do alelo de risco através de trés modelos de
andlise (Tabela 7).

- Tabagismo (inclui fumantes e ex-fumantes (=>10 magos/ano)
até 20 anos atras);

- Fatores hormonais (inclui mulheres que realizaram uso continuo
de anticoncepcional nos ultimos 10 anos e com menarca precoce (<15
anos);

Outras analises de OR foram realizadas apenas com 0s pacientes,
para verificar a associacdo das seguintes caracteristicas ao grupo FR+:

- Presenca do alelo de risco através de trés modelos de analise
(Tabela 7);

- Tabagismo (inclui fumantes e ex-fumantes (=>10 magos/ano)
até 20 anos atras (TOBON; YOUINOU; SARAUX, 2010; LIAO;
ALFREDSSON; KARLSON, 2009) e presenca do alelo de risco atraves
do modelo Aditivo;

- Tabagismo (inclui fumantes e ex-fumantes (=>10 magos/ano)
até 20 anos atras);

De acordo com a hipotese de que o grupo de pacientes FR+
apresenta uma doenca mais agressiva fatores indicativos de pior
progndstico, nesse caso: presenca de ManifestacBes Extra-Articulares
(MEAS) e de erosdes 6sseas foram analisados em relagdo ao grupo de
pacientes FR+:

- Presenca de Manifestacbes Extra-Articulares (MEA);

N&o existe consenso na forma de distinguir entre as apresentactes
clinicas da AR. Conforme classifica¢do sugerida por Prete (2011), estas
manifestacdes foram agrupadas em: MEA e Comorbidades Associadas.

Foram consideradas como MEA:

« Sindrome de Sjogren;
» Vasculite reumatoide;
+ Nddulos reumatoides;
+ Acometimento cardiaco;
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« Acometimento pulmonar;
» Acometimento ocular;
+ Acometimento renal.
Foram consideradas como Comorbidades Associadas:
« Hipertensdo Arterial Sistémica;
+ Dislipidemia;
» Osteoporose;
 Depresséo.

- Presenca de Erosao 6ssea;

- Presenca de MEA e do alelo de risco através do modelo
Aditivo;

- Presenca de Eroséo 6ssea e do alelo de risco através do modelo
Aditivo;

As analises dos dados clinicos foram realizadas apenas no
modelo Aditivo, pois se observou através do parametro Nagelkerke R
Square que este foi 0 modelo que explicou maior parcela dos eventos
relacionados a doenca. Essa observacdo é corroborada por Klareskog
(2011), que indica este modelo como sendo o mais adequado para
identificacdo de interacGes bioldgicas.

Tabela 7: Modelos de andlise de associagdo para 0 SNP PTPN22 C1858T.

Modelo RIiCO Naoorlsco
Dominante CT+TT CcC
Comparacdo de heterozigoto CT CcC
Risco Risco Nao Risco
Modelo 5 1 0

Aditivo TT CT CcC
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5. RESULTADOS

51 PA?RONIZA(}AO DA TECNICA DE HRM PARA
DETECCAO DO SNP PTPN22 C1858T

A reacdo inicial de PCR em Tempo Real seguida da analise por
HRM foi realizada utilizando o protocolo sugerido pelo fabricante e
amostras de DNA referéncia (Cycle Threshold - Ct < 27) extraidas no
Laboratério Biogenetika - Diagnostico Molecular e Medicina
Genbmica, onde foram realizados os experimentos de HRM.

Como pode ser visualizado na Figura 11, o software diferenciou o
genotipo da amostra desconhecida e os graficos de analise permitiram a
visualizacdo dos trés gendtipos (CC, CT e TT). Porém, foi pouco

perceptivel a diferenciacdo entre o homozigoto variante (TT) e o
heterozigoto (CT).

Aligned Melt Curves

- CT CC wTT

Figura 11: Diferenciacdo dos genoétipos através do “Gréfico de Curvas de
Dissociagdo Alinhadas”. Os gendtipos homozigotos (curvas em azul e
vermelho) podem ser distinguidos um do outro através da diferenca na
temperatura de dissociagdo. O gendtipo heterozigoto (curva em rosa) pode ser

distinguido dos demais por apresentar um formato diferenciado da curva de
dissociagéo.
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No gréfico da Figura 12 foi possivel visualizar mais facilmente a
existéncia de trés genotipos distintos.

Difference Plot

[wCT CcC w77 ‘
Figura 12: Diferenciacdo dos genoétipos através do “Gréafico de Diferengas”. O
formato de visualizagdo desse grafico amplifica a diferenca entre os gendtipos e
permite que um deles seja escolhido como referéncia zero. Nesse caso, 0
gendtipo utilizado como referéncia foi o heterozigoto.

Com o objetivo de melhorar a analise por HRM seguiu-se com a
etapa de otimizacgdo da reacdo de PCR em Tempo Real.

5.1.1 Otimizagédo da PCR em Tempo Real
a) Concentragéo de primers

Foram testadas diferentes concentragdes dos primers (Forward e
Reverse), variando para mais e para menos da concentracdo inicialmente
testada (de 0,3puM) e que foi indicada pelo fabricante. Foi verificado o
comportamento das curvas de amplificacdo nas concentracdes de 0,2
UM (1,0 pb), 0,4 uM (1,5 pl) € 0,5 uM (2,0 ul), Figura 13.
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Foi verificado (Figuras 13 e 14) que a concentracdo de primers
gue melhor se adequou tanto em relagcdo a amplificacdo por PCR em
Tempo Real como para as analises por HRM foi a de 0,5 uM (2,0 pl).
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Figura 13: Gréaficos de Amplificagdo gerados para as reacfes de PCR em
Tempo Real com diferentes concentracdes de primers. A: 0,2 uM. B: 0,4 pM.
C: 0,5 uM. A concentragdo mais adequada foi a de 0,5 UM, o que pode ser
visualizado através da maior quantidade de produto formado e angulo mais
inclinado da curva de amplificacéo.
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Aligned Melt Curves. Difference Plot

Aligned Melt Curves Difference Plot

Aligned Melt Curves Difference Plot

Figura 14: Gréficos das analises por HRM gerados a partir de reagdes de PCR
em Tempo Real com diferentes concentrages de primers: A: 0,2 uM. B: 0,4
HM. C: 0,5 pM.

b)  Concentracdo de MgCl,

Foram utilizadas diferentes concentragGes de MgCl,: 1, 2, 3 e 4
mM. Os gréaficos de amplificacdo gerados para as reagGes com
diferentes concentracdes de MgCl, permitiu observar que, em relacéo
ao protocolo inicial (que ndo utilizava MgCl, adicional ao do Melt
Doctor Master Mix), ndo houve melhora na amplificagdo por PCR em
Tempo Real (Figura 15). O mesmo foi observado durante a analise por
HRM (Figura 16).
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Figura 15: Gréficos de amplificagdo gerados para as reacbes de PCR em Tempo
Real com diferentes concentra¢fes de MgCl,. A: 0 mM. B: 1 mM. C: 2 mM. D:
3 mM. E: 4 mM. A utilizagdo adicional de MgCl, diminuiu a eficiéncia da

amplificacéo.
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Figura 16: Gréficos das Analises por HRM gerados a partir das reacdes de PCR
em Tempo Real com diferentes concentra¢des de MgCl,. A: 0 mM. B: 1 mM.
C:2mM. D:3 mM. E: 4 mM.
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C) Programa de Ciclagem da PCR em Tempo Real

Observou-se que as curvas de amplificagdo da PCR em Tempo
Real ndo estavam atingindo a fase de platd. Assim, a ciclagem utilizada
para a reacdo foi aumentada de 40 para 45 ciclos. Apds essa alteracao,
as curvas de amplificacdo atingiram a fase de platd (Figura 17).
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Figura 17: Graficos de amplificagdo gerados para as reacdes de PCR em Tempo
Real com diferentes programas de ciclagem. A: PCR realizada com 40 ciclos.
B: PCR realizada com 45 ciclos.

d)  Quantidade de DNA

Na reacdo de PCR em Tempo Real a quantidade de DNA foi
aumentada de 1,0 para 2,0 pl em virtude da baixa quantidade de DNA
apresentada pelas amostras extraidas por salting-out (MILLER et al.,
1988), o que poderia impossibilitar as analises de genotipagem por
HRM.
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5.1.2 Genotipagem por HRM ap06s otimizacdo da PCR em Tempo
Real

Apdls etapa de otimizacdo da PCR em Tempo Real foram
realizadas duas reacGes de genotipagem; uma delas utilizando as
amostras extraidas no Laboratério Biogenetika e outra utilizando
amostras extraidas no Laboratorio de Polimorfismos Genéticos.

As amostras de DNA extraidas por Salting out ndo apresentaram
uma amplificagdo homogénea (Figura 18), o que fez com que as curvas
pertencentes a um mesmo genotipo nado ficassem bem agrupadas na
andlise por HRM.
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Figura 18: Comparagdo dos Graficos de amplificagdo da PCR em Tempo Real
gerados a partir de reagdes com amostras obtidas por diferentes métodos de
extracdo. A: experimento realizado com amostras de DNA extraidas por kits de
extracdo da Qiagen e OralCollect-OC-100. B: experimento realizado com
amostras de DNA extraidas pela técnica de salting-out.

Como pode ser observado pelo grafico B da Figura 19 ndo foi
possivel a correta atribuicdo dos gendtipos na reacdo que utilizou
amostras extraidas por Salting out.
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Figura 19: Comparacdo dos “Gréaficos de Curvas de Dissociacdo Alinhadas”
gerados a partir de reagdes com amostras obtidas por diferentes métodos de
extracdo. A: experimento realizado com amostras de DNA extraidas por kits de
extracdo da Qiagen e OralCollect-OC-100. B: experimento realizado com
amostras de DNA extraidas pela técnica de salting-out.

5.1.3 Purificacio das amostras de DNA extraidas por Salting-out

A purificacdo das amostras de DNA é indicada pelo fabricante
como forma de diminuir os efeitos causados pelo sal. Como as amostras
extraidas pela técnica de salting-out apresentaram problemas em relagéo
a amplificacdo por PCR em Tempo Real e em relacdo a andlise por
HRM foram testadas duas alternativas de purificacdo: purificagdo com
agua ultrapura e purificacdo em Tris-EDTA (TE).
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a) Purificagdo com Agua Ultrapura

As amostras extraidas por Salting out foram purificadas atraves
de diluicdo em Agua ultrapura (Figura 20):

e 1:10 =1 pl de DNA (20ng/ul) para 10 pl de agua ultrapura;
e 1:20 =1 pl de DNA (20mg/ul) para 20 pl 4gua ultrapura;
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Figura 20: Graficos das analises por HRM gerados a partir de reacGes realizadas
com amostras extraidas pela técnica de Salting-out e purificadas com Agua
ultrapura. A: controle, com amostras ndo purificadas. B: reagdo com amostras
purificadas (1:10). C: reagcdo com amostras purificadas (1:20).

Néao foram observadas mudangas significativas na analise por
HRM apos a purificagdo com agua.
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b) Purificacdo em Tris-EDTA (TE)

A purificacdo em Tris-EDTA (TE) foi realizada seguindo etapas
alternadas de centrifugacdo e aquecimento em banho seco das amostras
de DNA e foi realizada em microtubos contendo colunas de purificacgdo,
0s quais contém membranas de retencdo do DNA.

O protocolo estabelecido para purificacdo em TE € indicado
abaixo:

Procedimento para Purificagcdo em TE:

a) Aquecer o TE a 56°C em banho seco.

b) Separar 50 pl de DNA (20ng/ul) de cada amostra e transferir esse
DNA para um microtubo contendo colunas de purificacéo.

c) Centrifugar as amostras durante 1 minuto a 6.000g.

d) Transferir a coluna de purificagcdo para um novo microtubo de 1,5 ml.
Observacao: Nao descartar o volume eluido. Caso a ressuspensdo em TE
ndo funcione esse conteudo filtrado continuara sendo utilizado como
fonte de moldes de DNA durante as rea¢des de amplificacéo.

e) Adicionar 200 pl de TE aquecido a 56°C a cada amostra.

f) Incubar o DNA no banho seco a 56°C durante 3-5 minutos.

f) Centrifugar as amostras durante 1 minuto a 6.000g.

g) Armazenar as amostras de DNA a -20°C.

A comparacdo dos resultados de genotipagem obtidos antes e
apos a purificacdo em TE podem ser visualizados na Figura 21.
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Figura 21: Comparacdo dos graficos de amplificacdo da PCR em Tempo Real
gerados a partir de reagdes com amostras de DNA obtidas por salting-out antes
e apods ressuspensdo em TE. A: experimento realizado com amostras de DNA
ndo ressuspendidas em TE. B: experimento realizado com amostras de DNA
ressuspendidas em TE.
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5.1.4 Genotipagem por HRM ap6s etapa de purificacdo das
amostras de DNA

Apo6s otimizacdo da PCR em Tempo Real e purificacdo das
amostras de DNA foi possivel genotipar as amostras extraidas por
salting out para 0 SNP C1858T (Figura 22).
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Figura 22: Gréficos das anélises por HRM gerados a partir da reagdo otimizada
de PCR em Tempo Real realizada com amostras de DNA purificadas.
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5.1.5 Confirmacdo da genotipagem por HRM pelo método de
RFLP

Houve concordancia de 100% entre os genoétipos estabelecidos
pelas duas técnicas (Tabela 8).

Tabela 8: Comparacdo da Genotipagem do SNP C1858T por HRM e PCR-
RFLP

Genotipos Amostras Testadas por Gen6tipo Concordancia

CC 33 33/33

CT 4 4/4

T 0 NA
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5.2 ESTUDO CASO-CONTROLE
5.2.1 Caracterizagdo da amostra populacional

Quanto a cor da pele, os individuos foram agrupados de acordo
com a classificagdo em: euro, afro e amerindio-descendentes (Gréfico

1).

Gréfico 1: Distribuigdo étnica das amostras de casos e controles.
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Observou-se um predominio de individuos com ascendéncia
europeia nos dois grupos analisados. Os grupos de casos e controles sdo
homogéneos em relagdo a cor da pele (Tabela 9).

Tabela 9: Teste de Homogeneidade da Ascendéncia entre casos e controles

ASCENDENCIA % Pearson valor de p?
Euro-descendente 0,272 0,602
Afro-descendente 0,720 0,788
Amerindio-descendente 1,005 0,316

#valor de p referente ao teste x> Pearson.

Com relagdo ao sexo, os dois grupos também sdo homogéneos
entre si (xz(l): 0,442, p = 0,506). Observou-se um predominio de
mulheres no grupo de individuos do presente estudo (Gréfico 2).
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Grafico 2: Distribuicdo das frequéncias dos sexos feminino e masculinos em
casos e controles.

90% g7 9%
. |

75% -
60% -
45% -
30% -

15% - 137% 10%

% - s

Feminino Masculino

B CASQOS CONTROLES

Em relagéo a idade, os individuos foram classificados em classes
de 10 anos (Gréfico 3). Observou-se um predominio de individuos na
faixa de 51 a 60 anos de idade. A média de idade foi de 54,67 (£ 11,76)
no grupo de casos e de 52,69 (x 11,76) no grupo controle. Segundo o
teste t de Student os dois grupos sd@o homogéneos com relagdo a média
de idade (p=0,235).

Gréfico 3: Distribuicdo das frequéncias de casos e controles por faixa etéria

40% -

35%
35% 3%
30% - 27%
25% 22% 21922%
20% -
15% -
11%10%
10% - 8%
3% IS%

o |

5% 2% =7 1% qu
0% ’4- T T T

20-30anos  31-40anos 41-50anos 51-60anos G61-70anos  71-80anos 81-90anos

| CASOS CONTROLES




75

Como fatores epidemioldgicos foram analisados o tabagismo, a
idade da menarca e o uso de anticoncepcional (Tabela 10).

Tabela 10: Categorizagdo epidemioldgica do grupo de casos (pacientes) e
controles, quanto a tabagismo, menarca precoce e uso de anticoncepcional.

" CONTROLES PACIENTES a
CARACTERISTICA n= 100 (%) n= 100 (%)

TABAGISMO

Fumante 17 (17%) 37 (37%)

N&o fumante 66 (66%) 62 (62%) 0,075
NI 17 (17%) 1 (1%)
MENARCA PRECOCE

SIM (> 15 anos) 10 (10%) 9 (9%)

NAO (< 15 anos) 80 (80%) 78 (78%) 0.869
NA 10 (10%) 13 (13%) ’

NI 0 (0%) 0 (0%)

uso

ANTICONCEPCIONAL

SIM (Gltimos 10 anos) 33 (33%) 29 (29%)

NAO 56 (56%) 52 (52%)  ( gac
NA 10 (10%) 13 (13%) ’

NI 1 (1%) 6 (6%)

NI: Néo Informado
NA: Ndo Aplicado. Referente a individuos do sexo masculino.
% valor de p referente ao teste t de Student.

5.2.2 SNP PTPN22 C1858T
As frequéncias alélicas e genotipicas do SNP C1858T estdo
descritas na Tabela 11. As frequéncias do alelo de risco (1858T) no

presente estudo foram de 0,090 em pacientes e de 0,045 no grupo
controle. As frequéncias genotipicas nos dois grupos estdo em EHW.

Tabela 11: Frequéncias alélicas e genotipicas do SNP C1858T.

PTPN22 C1858T o
CC(%) CT (%) TT(%) C T*

Grupo

Controles 91(91%) 9(9%) 0(0%) 0,955 0,045 1,00
Pacientes 83(83%) 16(16%) 1(1%) 0,091 0,090 0,56

* alelo de risco para AR
% valor de p referente ao teste de EHW
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As frequéncias genotipicas podem ser observadas na Tabela 12.

Tabela 12: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas para 0 SNP PTPN22
C1858T em casos (AR) e controles (CONT).

Gendtipos Observados ~ Genotipos Observados

F():-EZSNE;Z-? (Genotipos Esperados)  (Gendtipos Esperados)
(%) (%)
AR (n=100) CONT (n=100)
cC 83 (87) 91 (87)
CT 16 (12,5) 9(12,5)
T 1(05) 0(0,5)
){2(2) 3,3278, 0,10 >p>0,05

A analise da associacdo do SNP C1858T a AR é apresentada na
Tabela 13. N&o foram observadas associagdes significativas em nenhum
dos modelos analisados.

Tabela 13: Andlise da associa¢do do SNP C1858T & AR no presente estudo.

Modelo OR (95% IC) p

Ajustado* 2,120 (0,919 - 4,890) 0,078
Aditivo Ajustado** 2,166 (0,903 - 5,196) 0,084
Ndo Ajustado 2,100 (0,915 - 4,823) 0,080

Ajustado* 2,091 (0,880 - 4,970) 0,095
Dominante Ajustado** 2,135 (0,861 - 5,295) 0,102
Nao Ajustado 2,071 (0,875 - 4,899) 0,097

Ajustado* 1,967 (0,821 - 4,714) 0,129
Ajustado** 2,001 (0,801 - 5,001) 0,138
Nio Ajustado 1,949 (0,817 - 4,648) 0,132

Comparacdo de
Heterozigoto

* modelo ajustado por: sexo, idade e ascendéncia
** modelo ajustado por: tabagismo

5.2.3 Caracterizacao dos pacientes com Artrite Reumatoide

Os pacientes com AR apresentaram em média 43,69 (£12,56)
anos de idade quando foram diagnosticados. Destes, uma parcela
consideravel apresentou MEA, niveis elevados do FR e em menor
propor¢ado erosdo 6ssea (Tabela 14).
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Tabela 14: Caracterizacdo dos pacientes com AR.

CARACTERISTICA n=100 (%)
Fator Reumatoide

Positivo 46 (46%)
Negativo 46 (46%)
Ni 8 (8%)
Manifestagdes Extra-Articulares

Positivo 41 (41%)
Negativo 57 (57%)
Ni 2 (2%)
Eroséo dssea

Positivo 13 (13%)
Negativo 87 (87%)
Ni 2 (2%)

Os pacientes com AR apresentaram diversas MEAs. Das MEAs,
a mais comum nos pacientes com AR foi a Sindrome de Sjogren

(Gréfico 4).

Gréafico 4: ManifestagBes extra-articulares apresentadas pelos pacientes com
AR. No eixo x: porcentagem de pacientes acometidos por MEA indicada.
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A comorbidade associada a AR mais frequente entre 0s pacientes
deste estudo foi a Hipertensao Arterial Sistémica (Grafico 5).
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Grafico 5: Comorbidades associadas a AR. No eixo x: porcentagem de
pacientes acometidos por comorbidade indicada.
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Os pacientes com AR foram classificados de acordo com a
positividade ao autoanticorpo FR em dois grupos. O tabagismo e fatores
indicativos de pior prognostico (presenca de MEAS e de erosfes 6sseas)
foram avaliados nesses dois grupos de pacientes através do teste t de
Student (Tabela 15).

Tabela 15: Avaliacdo do tabagismo e de indicativos de pior prognéstico nos
grupos de pacientes FR+ e FR-

FR+ FR-

a
n=46 (%) n=46(%) ‘Alordep
Tabagismo 28 (61%) 8 (17%) <0,001
MEAs 19 (41%) 16 (35%) 0,573
Tabagismo e MEASs 10 (22%) 2 (4%) 0,025
Erosdo dssea 6 (13%) 7 (15%) 0,765
Tabagismo e Erosdo 6ssea 4 (9%) 1 (2%) 0,194

valor de p referente ao teste t de Student
5.2.4 SNP PTPN22 C1858T e Prognostico da AR

A associacdo do SNP C1858T foi analisada em relacdo aos
grupos de pacientes FR+ e FR-. Nenhuma associa¢do significativa foi
encontrada (Tabela 16).
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Tabela 16: Analise da associagdo do SNP C1858T ao grupo FR+

Modelo OR (95% IC) p
Aditivo 0,767 (0,278 - 2,118) 0,609
Dominante 0,853 (0,281 - 2,583) 0,778
Comparacdo de heterozigoto 0,974 (0,312 -3,043) 0,964

Foram realizadas analises de interacdo entre a presenca do SNP
no Modelo Aditivo e de fatores indicativos de pior progndstico (Tabela
17). Néo foi encontrada qualquer associacéo significativa.

Tabela 17: Anélise da associacdo do SNP C1858T e de fatores indicativos do
prognéstico ao grupo FR+

Modelo Aditivo OR (95% IC) p

SNP C1858T + MEAs 0,978 (0,059 - 16,124) 0,987
SNP C1858T + Erosdes 6sseas 0,739 (0,156 - 3,494) 0,702

Modelos de interacdo envolvendo o SNP C1858T e fatores
indicativos de pior prognostico (Tabagismo + SNP C1858T x MEA,;
Tabagismo + SNP C1858T x Erosdes Osseas; SNP C1858T x
Tabagismo + MEA; SNP C1858T + Tabagismo x MEA) ndo foram
analisados devido ao reduzido nimero amostral.
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6. DISCUSSAO

6.1 PAPRONIZACAO DA TECNICA DE HRM PARA
DETECCAO DO SNP PTPN22 C1858T

O crescente numero de publicagdes envolvendo a técnica de
HRM indica o potencial do método em se tornar uma das ferramentas
mais utilizadas em analises genémicas (MARTINO; MANCUSO,;
ROSSI, 2010). Dentre as vantagens oferecidas pela técnica e que a
colocam como método de escolha para uso em laboratérios clinicos
estdo:

- Facilidade de implementacdo e baixo custo: para ser realizado
necessita apenas de um corante dsDNA de alta saturacdo e um conjunto
de primers, o que o torna ideal para utilizagdo em testes “in house”;

- Versatilidade: pode identificar variantes conhecidas e realizar a
triagem por novas muta¢fes em uma mesma reagdo, uma vez que nao
requer o uso de sondas, que detectam apenas as variagfes presentes em
sua sequéncia.

A técnica de HRM vem sendo utilizada com sucesso em diversas
aplicacbes como: deteccdo de mutacOes, estudos de metilagdo e
genotipagem de SNPs (WITTWER, 2009; ERALI; VOELKERDING;
WITTWER, 2008).

Os SNPs representam o tipo de variacdo de DNA mais comum no
genoma humano; ocorrendo em média a cada 1.000 pb. Atualmente, s&o
muito utilizados como marcadores em diversos estudos e possuem
inimeras aplicacBes, desde o auxilio na conduta medicamentosa em
farmacogenética até o uso em protocolos de diagndstico de doencas
(MARTINO; MANCUSO; ROSSI, 2010).

As variagdes do tipo SNP sdo divididas em transversdes e
transi¢cfes. Em torno de 65% dos SNPs séo transigdes, representadas
pelas mutacGes C/T e A/G. Esta classe de SNP é a que produz a maior
diferenca de temperatura de melting, em torno de 0,8 a 1,4 °C (CAI et
al., 2010). O SNP analisado neste estudo pertence a essa classe de
variacdo. A diferenca verificada na temperatura de melting entre os
homozigotos do SNP PTPN22 C1858T (em média de 0,6 °C) foi menor
gue aquela geralmente verificada para essa classe de SNP.

Existem trés tipos de ensaios desenvolvidos para genotipagem
por HRM: metodologias que utilizam snapback primers, sondas néo-
rotuladas e genotipagem de pequenos fragmentos (CAl et al., 2010). A
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utilizacdo de pequenos fragmentos na genotipagem por HRM apresenta
vantagens como:

- menor possibilidade de interferéncia de outras variantes na
sequéncia analisada;

- maior eficiéncia de amplificacdo. Pequenos fragmentos (40-
90pb) garantem uma amplificagdo mais robusta e facilitam a otimizacéo
dos ensaios;

- menor tempo de ciclagem;

- maiores mudancas na intensidade de fluorescéncia (a mudanca
produzida na intensidade de fluorescéncia &€ maior em menores
fragmentos).

A utilizacdo de pequenos fragmentos (até 150 pb) tem sido
sugerida como efetiva e adequada para a maior parte das analises por
HRM (REED; WITTWER, 2004). No presente estudo foram
desenhados primers para a amplificagdo de um fragmento de 81pb. As
andlises realizadas demonstraram a especificidade e eficiéncia desses
primers na amplificacdo do fragmento contendo o SNP e na posterior
diferenciacdo dos alelos através da técnica de HRM.

Assim como o tamanho do fragmento, outros pardmetros como:
conteldo de bases CG e variaveis, tais como: qualidade e quantidade do
DNA, ciclagem da PCR em Tempo Real e uso de MgCl, podem
interferir no comportamento da curva de dissociacdo (GUNDRY et al.,
2003).

Concentragéo de primers

Os componentes da PCR séo dinamicamente alterados & medida
que a reacdo prossegue, sendo que a proporcdo entre eles afeta a
eficiéncia da amplificacdo (LIU; SAINT, 2002). A concentracdo de
primer é um dos fatores, portanto, que pode interferir na qualidade de
amplificacdo e consequentemente nas analises por HRM.

Para determinacdo da concentracdo Otima a ser utilizada na
genotipagem foram testadas diferentes concentragdes de primer. Foi
observado que para as analises por HRM a concentragdo mais adequada
foi de 0,5 uM (2,0 ul). Essa concentracdo foi a que permitiu maior
diferenciacdo entre o gend6tipo heterozigoto e homozigoto variante.
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Concentracéo de MgCl,

Os fons Mg?* sdo cofatores vitais para a enzima Taq Polimerase e
sua concentracdo afeta o sucesso e especificidade da amplificacdo. A
adicdo de MgCl, promove um aumento na temperatura de dissociacao
das amostras de DNA, facilitando a diferenciagdo entre os grupos de
variantes (VOSSEN et al., 2009; GUNDRY et al., 2003; WILSON,
1997).

Diferente do resultado encontrado por Aihara et al. (2012) em
que a incluséo do MgCl, produziu uma melhor separag&o entre as curvas
de dissocia¢do, no presente estudo foi observada uma diminui¢do na
qualidade de genotipagem apds inclusdo do mesmo em concentracfes
seriadas, descartando a necessidade de inclui-lo no protocolo utilizado.

Ciclagem da PCR em Tempo Real

O numero de ciclos mais adequado para as analises realizadas no
presente protocolo foi de 45; menor que o utilizado (50 ciclos) na
padronizagdo de pequenos fragmentos por Cai et al., (2010) e maior que
aquele padronizado (40 ciclos) por Norambuena et al. (2009).

A alteracdo na ciclagem permitiu que a curva de amplificagdo
atingisse o platd e aumentou o angulo de inclinacdo das curvas, fatores
esses necessarios para uma boa qualidade da reacdo de amplificagao.

Quantidade de DNA

Conforme indicado por Wittwer (2009), a concentracdo de DNA
pode variar pelo menos quatro vezes sem que a analise por HRM seja
afetada. Norambuena et al. (2009) também observaram que uma
variagdo entre 10-50 ng de DNA néo interfere nas analises por HRM.

A quantidade de DNA presente em uma amostra é refletida no Ct
observado durante a PCR em Tempo Real. Quanto maior o nimero de
copias iniciais do DNA alvo, menor sera o Ct e mais cedo se observara
um aumento na fluorescéncia (KUBISTA et al., 2006).

Como observado nos resultados de amplificacdo, as amostras
extraidas com os kits da Qiagen e Oral Collect OC-100 apresentaram
Cts abaixo de 27, enquanto aquelas extraidas por salting out exibiram
Cts mais elevados.

As amostras utilizadas no estudo caso-controle foram extraidas
pela técnica de salting-out. A fim de garantir o minimo de molde inicial
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requerido para as andlises por HRM, a quantidade de DNA utilizada no
protocolo de PCR foi duplicada (de 1,0 para 2,0 pl).

Qualidade do DNA

Inibidores podem reduzir a eficiéncia da PCR e gerar resultados
imprecisos (DEMEKE; JENKINS, 2010). Diversos reagentes utilizados
na etapa de extracdo do DNA podem atuar como inibidores da PCR
como, por exemplo, o sal, fenol, cloroférmio (ROSSEN et al., 1992).

Sendo a sensibilidade e especificidade do HRM altamente
dependentes da temperatura de melting de cada amostra individual, a
varia¢do na concentracdo de sal, dentre outros fatores, pode gerar perfis
de melting heterogéneos (GARRITANO et al., 2009).

A boa qualidade de amplificacdo e uma grande homogeneidade
entre as amostras de DNA sdo fundamentais para que se obtenha uma
alta eficiéncia nas andlises por HRM. A presenca de contaminantes é um
dos fatores associados a qualidade de DNA que podem interferir nas
analises por HRM.

Como forma de reduzir a interferéncia dos contaminantes
presentes é sugerida a realizagdo de uma diluicdo seriada. Esse
procedimento tem como principio diluir o contaminante e diminuir seu
efeito sobre a PCR, aumentando a eficiéncia da reagdo a cada passo de
diluicho (RAMAKERS et al., 2003). Nesse sentido, foi realizada a
diluicdo das amostras de DNA em 4&gua ultrapura, porém, ndo foi
observada melhora significativa durante as analises por HRM.

A adicdo de um tampédo como o TE pode aumentar a resolucao da
andlise ao permitir o melhor agrupamento das amostras pertencentes a
um mesmo genotipo (VOSSEN et al., 2009).

Apos purificacdo em TE as curvas de amplificacdo das amostras
tornaram-se mais homogéneas entre si, 0 que possibilitou as analises por
HRM (Figura 21). Assim, este método de purificacdo foi escolhido para
purificacdo das amostras de DNA extraidas por salting-out e permitiu a
genotipagem das amostras do estudo caso-controle.

6.2 ESTUDO CASO-CONTROLE
O gene PTPN22 é conhecido por seu papel no processo de

regulacdo imune. A substituicdo causada na presenca do alelo 1858T
(Arg620Trp) altera o limiar de ativacdo de linfocitos T e B, interferindo
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no processo de selecdo negativa dessas células e, por conseguinte, na
geracdo do processo autoimune (VANG et al., 2008).

O gene PTPN22 pertence a uma familia de loci compartilhados
de autoimunidade e tem sido associado a diversas doencas autoimunes,
principalmente aquelas caracterizadas pela presenca de autoanticorpos,
como a AR (BEHRENS, 2011). Dentre os diversos genes que
contribuem para susceptibilidade a doenca o SNP rs2476601 PTPN22
C1858T € o segundo locus de maior influéncia (KURKO et al, 2013).

6.2.1 PTPN22 C1858T e a susceptibilidade a AR

O primeiro relato de associacdo do alelo 1858T do gene PTPN22
a AR ocorreu em 2004 (BEGOVICH et al., 2004) e desde entdo estudos
tém replicado essa associagdo em diversas populagdes mundiais. Até o
presente, essa possibilidade ndo havia sido verificada na populacdo
brasileira.

O alelo 1858T ndo foi associado a AR no presente estudo (OR
modelo aditivo = 2,120; 1C95% 0,919 - 4,890 ; p = 0,078). Como a
frequéncia do alelo de risco é extremamente baixa é possivel que a
associacdo ndo tenha sido verificada devido ao tamanho da amostra.
Essa afirmacgdo é corroborada por repetidas confirmagfes de associagdo
do alelo com a doenca em outras populacdes, as quais utilizaram
nimero de amostras superior a 200 (TORRES-CARRILLO et al., 2012;
TOTARO et al., 2011; MAJORCZYK; PAWLIK; KUSNIERCZYK,
2010; PIERER et al., 2006; OROZCO et al., 2005; PLENGE et al.,
2005; SIMKINS et al., 2005; VAN OENE et al., 2005; ZHERNAKOVA
etal., 2005; BEGOVICH et al., 2004).

Mudancas sutis no funcionamento dos linfocitos T podem
influenciar a producdo de autoanticorpos e a imunidade humoral, o que
poderia explicar a associacdo preferencial do alelo 1858T a doencas
caracterizadas pela presenca de autoanticorpos e no caso da AR, ao
grupo soropositivo - ACPA ou FR+. (HARRISON et al., 2006). Muitos
estudos verificaram que o alelo 1858T esta associado apenas ao grupo
de pacientes soropositivo (ATES et al., 2011; KOKKONEN et al., 2007;
DIEUDE et al., 2005; SELDIN et al., 2005). No presente estudo, o
modelo aditivo foi utilizado para verificar a associa¢do do alelo 1858T
com o grupo de pacientes FR+. N&o foi encontrada associagdo do alelo
1858T ao grupo de pacientes FR+ (OR aditivo = 0,767; 1C95% 0,278 -
2,118 ; p=0,609).
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6.2.2 ldentificacdo da frequéncia alélica de 1858T

Ao comparar a frequéncia do grupo controle (0,045) com as
verificadas na literatura (Tabela 18) percebe-se que ela € mais proxima
aquela encontrada nas populagdes italiana (0,037) e colombiana (0,040).

Tabela 18: Frequéncias alélicas do SNP C1858T do gene PTPN22 em casos
(AR) e controles (CONT) de diversos estudos.

Populacio Tamanho Frequéncia
esFt)u da%ia amostral SNP C1858T Referéncia
AR/CONT  AR/CONT

AMERICA

Brasil 100/ 100 0,090/ 0,045 Presente Estudo

Estados BEGOVICH et al.,

Onidos 475 | 475 0,138 /0,088 2004

Estados PLENGE et al.,

Unidos 840 / 876 0,167 /0,084 2005

TORRES-

México 309 / 347 0,055/0,020 CARRILLO etal.,
2012

Colombia 208 /308 0,060/0,040 GOMEZ et al., 2005

Canadé 906 / 603 0,140/0,083 VAN OENE etal.,
2005

EUROPA

Noruega 861 /559 0,165/0,114  VIKEN etal., 2007

Noruega 238/ 555 0,174/0,115 LIE et al., 2007

Suécia 89 /360 0,208 /0,103 JOHANZSOSOOGN etal,

Suécia 1530/881  0,157/0,125 PLE'\Q(SESH al,

Suécia 505/970  0,180/0,114 KOKK(QONOEYN etal,

Finlandia 1,030/1,400 0,212/0,155 SELDIN et al., 2005

Rossia 121/200  0173/0175 ZHEBRUNetal,
2011

Reino 302 /374 0,159/0,084 STEER etal., 2005

Unido *
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Populacio Tamanho Frequéncia
esriu da(c;ia amostral SNP C1858T Referéncia
AR/CONT  AR/CONT
Reino MORGAN et al.,
Unido 4789/3630  0,150/0,103 5009
Reino HARRISON et al.,
Unido * 686 / 566 0,139 /0,103 2005
Holanda 667 / 286 0,154 / 0,097 WESCZ)'&\)(? etal,
Alemanha 390 / 349 0,213/0,100 PIERER et al., 2005
. MAJORCZYK et
Polbnia 173 /543 0,194 /0,115 al.. 2007
MAJORCZYK,
N PAWLIK,
Poldnia 371/543 0197/0112 6 XIERCAYK.
2010
Eslovaquia 520/ 303 0,165/0,107 STARK etal., 2009
Hungria 399 /107 0,244 /0,112 FARA&S(%“ al.,
Espanha * 826/1,036  0,104/0,074  OROZCO, 2005
Italia 396 / 477 0,057 / 0,037 TOTAZFE)?’let' al.,
Grécia 378/ 430 0,033/0029 ELIOPOULOSet
al., 2011
Turquia 167 /177 0,033/0,025 SAHIN etal., 2009
Turquia 323/ 426 0,042/0,027 ATESetal., 2011
AFRICA
Tunisia 150/ 236 0,023/0026 CHABCHOUBet
al., 2009
ASIA
india 133/149  0,058/0,010 MASTZAO%?A etal,
Japdo 1,128/455  0,002/0,002 IKARI etal., 2006
OCEANIA
Nova SIMKINS et al.,
Zelandia * 869 / 563 0,151/ 0,099 2008

Nota: * Estudo realizado apenas com individuos caucasianos
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Em relagdo aos estudos que analisaram o SNP C1858T na
populacdo brasileira a frequéncia observada no presente trabalho (0,045)
foi muito semelhante (0,051) aquela encontrada em um estudo de
associacdo a diabetes tipo 1 na populacdo do Rio Grande do Sul e menor
que aquelas relatadas nos demais estudos (Tabela 19).

Tabela 19: Frequéncias alélicas do SNP C1858T do gene PTPN22 na populagio
brasileira de casos* e controles

NGmero Amostral T reduéncia do SNP

Autor Casos / Controles na populacao

Controle

Presente Estudo 100/ 100 0,045
GOMES et al., 2009 140/ 180 0,092
CHAGASTELLES,

etal.. 2010 211 /241 0,051
LINS etal., 2010 200 0,073
BIANCO et al., 2010 142 /180 0,092
MAINARDI-NOVO, 612 /792 0,106

2011

Nota:*Grupos de casos envolvem pacientes com as seguintes doencas: diabetes
autoimune, endometriose, Sindrome de Turner.

6.2.3 Caracterizagdo do grupo de pacientes com AR

O grupo de pacientes do presente estudo é composto em sua
maioria por mulheres, em uma taxa de aproximadamente 9:1, propor¢do
acima da média mundial, de 3:1 (SCOTT; WOLFE; HUIZINGA, 2010).
Este resultado concorda com a observacao realizada por Myasoedova et
al. (2010) de que a incidéncia da doenca pode estar aumentando no sexo
feminino.

Hipoteses relacionando essa maior prevaléncia em mulheres a
participacdo dos hormonios sexuais motivaram estudos a verificaram a
influéncia, dentre outros fatores, do uso de anticoncepcionais e do
tempo de exposicdo aos hormodnios sexuais femininos ha
susceptibilidade a AR. Estudos mais recentes (LIAO; ALFREDSSON;
KARLSON, 2009; PIKWER et al., 2009) afirmam que a maior
prevaléncia da doenca no sexo feminino ndo pode ser explicada pela
exposicdo a esses horménios, o0 que concorda com 0s resultados obtidos
no presente trabalho (P menarca = 0,835; P uso de anticoncepcional — 0,869), que



89

ndo demonstraram qualquer relacdo entre exposicdo hormonal e
susceptibilidade a AR.

No presente estudo, a maior parcela dos individuos pertence ao
grupo eurodescendente (91%), refletindo o histérico de colonizagéo do
estado de Santa Catarina, que possui uma populagdo composta
principalmente por descendentes de italianos, portugueses e alemées
(STELLA; LEVY, 1974).

Verificou-se que a maior parcela dos pacientes encontra-se na
classe de 51-60 anos de idade. Mundialmente, o pico de incidéncia da
AR ocorre na faixa de 60 -70 anos, ou seja, uma década mais tarde que o
verificado na populagdo do presente estudo (JEFFERY, 2010). A idade
média de diagndstico da doenga foi de 43,69 (+12,56) anos, também
menor que a idade média verificada em outros estudos
(MYASOEDOVA et al., 2011; HOLMQVIST et al., 2010), o que pode
indicar que na populacdo estudada a doenca ocorre mais cedo ou que 0
periodo para determinacdo do diagnostico é menor.

Cerca de 37% do pacientes com AR sdo tabagistas (37%). O
cigarro é identificado como principal fator de risco ambiental para AR.
Estudos indicam que fumantes apresentam um risco 2-4 vezes maior de
desenvolver AR (SUGIYAMA et al., 2010). Além disso, o cigarro €
indicado como preditor do desenvolvimento do FR (AHO,
HELIOVAARA, 2004), o que também foi verificado na populacdo
estudada (OR= 7,824; 1C95% 2,960 — 20,676 ; p <0,001).

O FR ¢é o autoanticorpo classico na AR. Em geral, este marcador
esta presente em 60-80% dos pacientes com AR (SCOTT; WOLFE;
HUIZINGA, 2010). Na populacdo estudada este autoanticorpo foi
observado em 46% dos pacientes.

A positividade ao FR e ao ACPA (dados relacionados aos ACPA
ndo foram analisados devido ao pequeno nimero de amostras) permite
diferenciar os pacientes em dois grupos distintos, 0s quais variam
guanto a severidade dos sintomas e efeito dos fatores genéticos e
ambientais. De modo geral, 0 grupo de pacientes FR+ apresenta uma
doencga mais severa e que esta relacionada a um maior nimero de MEASs
(GOODSON; FARRAGHER; SYMMONS, 2008; DE RYCKE et al.,
2004). No presente estudo o FR+ ndo prediz pior prognostico;
considerando a presenga de MEAs (p=0,573) ou o desenvolvimento de
erosdes 0sseas (p=0,765).

Ainda como marcador de prognostico da doenga, foi verificada a
relacdo do tabagismo com a presenga de MEAS e o desenvolvimento de
erosGes Gsseas. Embora o cigarro seja um fator de risco bem
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estabelecido para AR, particularmente em relagdo ao grupo
soropositivo, seu efeito na severidade a doenca permanece controverso
(FINCKH et al., 2007).

Erosfes dsseas sdo representativas da evolucdo da AR e suspeita-
se que possam predizer uma doenga mais Severa, com maior
incapacitacdo funcional e mortalidade (SCHETT; GRAVALLESE,
2012). Diferente da associacdo encontrada por Masdottir et al. (2000) e
Saag et al. (1997), mas concordando com o resultado negativo
apresentado por Finckh et al. (2007), no presente estudo ndo foi
verificada qualquer relagcdo entre tabagismo e desenvolvimento de
erosdes Osseas (p=0,194).

Por outro lado, no presente estudo o tabagismo e o FR+ foram
associados a um aumento do risco para MEAs (OR= 6,143; 1C95%
1,262 — 29,895 ; p =0,025). Este resultado reafirma a observacéo de que
0 cigarro esteja relacionado ao desenvolvimento da AR FR +
(PADYUKOV et al., 2004) e de que este grupo de pacientes apresenta
um curso menos favoravel da doenca, com maior frequéncia de MEAs
(AHO; HELIOVAARA, 2004).

MEAs sdo indicativos de uma doenga mais agressiva e com pior
prognostico e ocorrem em 18-41% dos pacientes com AR (PRETE et
al.,, 2011; TURESSON et al., 2007). No presente estudo, 41% dos
pacientes apresentaram alguma MEA, sendo a Sindrome de Sjogren a
mais frequente (26%). Zlatanovic (2010) observou que as manifestacdes
oculares (dentre as quais se enquadra a Sindrome de Sjogren) estavam
presentes em 27% dos pacientes com AR, valor proximo ao observado
neste estudo. Outros estudos apontam os nodulos reumatoides e
complicagbes cardiacas e pulmonares como MEAs mais frequentes
(YOUNG; KODURI, 2007; TURESSON et al.,, 2003). Parte da
discrepancia observada na literatura pode ser relacionada a néo
padronizagdo dos sintomas como MEAs ou comorbidades associadas.
Alguns dos sintomas foram classificados como comorbidades
associadas, tendo em vista que podem ndo se relacionar com a
patogénese da AR. Destas, as mais frequentes foram: HAS,
dislipidemia, osteoporose e depresséo.

6.2.4 SNP PTPN22 C1858T e Prognostico da AR

Fatores genéticos podem influenciar o fendtipo e o curso da
doenca. De acordo com Lie et al. (2007) o alelo de risco do PTPN22
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exerce influéncia no prognéstico da AR, predispondo a um fendtipo
mais severo da doenca.

Assim como verificado na populacdo espanhola (OROZCO et al.
2005), no presente estudo o alelo 1858T ndo esta associado ao grupo de
pacientes FR+ ou a fatores indicativos de pior prognéstico, como a
presenca de erosfes dsseas (OR=0,739; 1C95% 0,156-3,494; p=0,702)
ou de MEAs (OR=0,978; I1C95% 0,059-16,124; p=0,987). Desse modo,
a amostra de pacientes estudada ndo identificou 0 SNP PTPN22 C1858T
como marcador clinico de progressao da AR.
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7. CONCLUSOES

Ao considerar os dados apresentados neste estudo é possivel
observar que:
- Foi desenvolvido um sistema experimental otimizado para
identificacdo por High Resolution Melting do polimorfismo C1858T do
gene PTPN22;
- Este trabalho foi o primeiro a realizar um estudo de associagdo caso-
controle do SNP C1858T do gene PTPN22 na populacdo brasileira com
AR;
- O alelo 1858T do gene PTPN22 nédo foi associado com a AR nessa
populacdo. A frequéncia do alelo T foi de 0,090 em casos e de 0,045 em
controles;
- Os fatores epidemioldgicos analisados no presente estudo (tabagismo e
fatores hormonais) ndo foram associados a AR;
- Fatores relacionados ao pior prognoéstico da AR (presenca de MEAs e
de erosdes 6sseas) ndo foram associados ao grupo de pacientes FR+;
- O héabito tabagista pode ser considerado como preditor do
desenvolvimento do FR na populacdo de pacientes com AR (OR=
7,824; 1C95% 2,960 — 20,676 ; p <0,001);
- Os dados clinicos e epidemiolégicos obtidos no presente estudo
permitiram a atualizacdo do banco de dados de pacientes com AR do
LAPOGE.
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ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS COM APOIO DO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA
E GENETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ECLARECIDO

Informacdes aos participantes,

Este estudo tem como objetivo investigar aspectos da salde e

genéticos de pacientes que desenvolveram artrite Reumatoide e
controles saudaveis. Para isto pedimos a colaboracéo para doar 10 ml de
sangue periférico (com anticoagulante EDTA) e para responder um
guestionario que dura aproximadamente quinze minutos. O questionario
e a coleta de material serdo feitas por pessoas que fazem parte desta
pesquisa e que sdo devidamente treinados para este fim.
Deixamos claro que a participacdo dos pacientes nesta pesquisa é
voluntéria e as informagbes aqui coletadas, bem como dos resultados
das andlises genéticas serdo mantidos sob sigilo e serdo utilizados
somente pela equipe interna que faz parte desta pesquisa. Caso 0
paciente ndo queira mais participar da pesquisa, podera reaver sua
amostra de DNA.

Toda a equipe agradece antecipadamente sua colaboracdo e se
coloca a sua disposicdo para esclarecer quaisquer dividas que
porventura aparecam. Caso ndo queira mais fazer parte da pesquisa,
pode entrar em contato pelo telefone (48) 3721-9804.



116

_ ANEXOB
DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO

Eu declaro que concordo em participar da pesquisa “Genética da
Autoimunidade” na condi¢do de voluntario de acordo com os critérios
expostos no termo de consentimento livre e esclarecido:

Floriandpolis,
Assinatura:
RG:
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ANEXOC

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 Artrite

Reumatoide
NOME: PRONTuario/HU:
IDADE:___anosSEXO: ()F ()MCOR da Pele:
Procedéncia: Natural de:
Estado Civil: ( )S ()C ()D ( )V Ocupacéo:
Telefone:
DATA: [ | AR:
Meédico:
Responsavel:
DADOS Familiares:
NOME do pai:
Cidade onde nasceu: Profisséo:
Descendéncia:Materna Paterna
NOME da mae:
Cidade onde nasceu: Profisséo:
Descendéncia: Materna Paterna

Tempo de doenca diagnosticada:
Historico Familiar:AR: ( )S ( )N Parentesco:
Outras D. Reumat.: ( )S ( )N Parentesco:
Manifestacdes Iniciais:( ) Febre () Rigidez Matinal
() Derrame Articular ( ) Dor Articular

Articulacfes Acometidas:

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

( )IFPM () Quadril ( )Joelho ( ) Tornozelo
( YMTF ( ) IFPP Total: articulagdes




118

Manifestacfes Extra-articulares:

(' ) Pleurite () Pericardite

() Vasculite Reumatoide () Nédulos Reumatoides

() Acometimento Ocular () Acometimento Pulmonar
() Acometimento Renal () Amiloidose

() Sjogren Secundario

() Outras

Quais?

Evolucdo: Internagdes: ( )S ()N Quantas? Motivos?
Observacges:Osteoporose? Diabetes? Depressdo?

Sintomatologia Recente:( ) Febre  ( ) Rigidez Matinal

(Nos altimos 10 dias) () Derrame Articular () Dor Articular
Avrticulacbes Acometidas:

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

( )IFPM () Quadril (' )Joelho ( )Tornozelo

( )MTF () IFPP Total: articulagdes
ManifestacOes Extra-articulares:
() Pleurite () Pericardite

() Vasculite Reumatoide () No6dulos Reumatoides

() Acometimento Ocular () Acometimento Pulmonar
() Acometimento Renal () Amiloidose

() Sjogren Secundario

() Outras

Quais?
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Envolvimento Cardiovascular:( ) HAS ( ) Doenca Coronariana
() Angina () IAM Prévio
() Revascularizacdo do Miocardio
() Cateterismo Prévio

Envolvimento Neuroldgico: () AVC () AIT () Ateroma em
Cardtidas

Dislipidemia: ( ) Hipercolesterolemia () Hipertrigliceridemia
Hist. Familiar de Doenca Cardiovascular: ( )S ( )N

Parentesco:

DAS 28 =

Tratamento Atual: CORTICosteroides: ( )S ( )N Qual?

Dose? Freqliéncia?
METOtrexato: ( )S ( IN Dose?
Freqliéncia?—— SULFASSALazina: ( )S ( )N Dose?

Freqliéncia?
ANTIMALarico: ( )S ( )N Qual?

Dose? Freqliéncia?
CICLOFosfamida: ( )S ( )N Dose? Frequéncia?
INFLIXImab: ( )S ( )N Ampolas? Freqliéncia?

ETANERcept: ( )S ( )N Ampolas? Freqliéncia?
AINE: ( )S ( )N Qual?

Dose? Freqliéncia?
ANALGésicos: ( )S ( )N Qual?
Dose? Freqliéncia?

Outros: ( )S ( )N Quais?
Dose? Freqliéncia?
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Idade da MENARCA: __ anos
MENOPAUSA: ( )S ( )N Idade:____anos
GESTA: PARA:
FASE do Ciclo Reprodutivo: ( )Menacme

( )Climatério

Tratamento HORMONAL Antes do Diagnostico: ( )S ( )N

Qual? ( )AC ( )Outro

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

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

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

Se fumava, qual a duragédo?

Quando parou?

Drogas llicitas: ( )S ( )N Qual?

Por quanto tempo?
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ANEXO D

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIAE
GENETICA
LABORATORIO DE POLIMORFISMOS GENETICOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projetos de Pesquisa:

“Céancer de mama: avaliacio de parametros informativos para
diagnostico e progndstico na populacao do estado de Santa
Catarina”

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

Informacdes:

Pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina estdo
desenvolvendo projetos de pesquisa para avaliacdo de fatores genéticos,
doencas e hébitos alimentares e pessoais que podem estar associados ao
aparecimento do cancer de mama e doencas autoimunes. Para isto
pedimos sua colaboracdo e permisséo para fazer parte do grupo
controle e para extrairmos de parte de seu material biolégico, uma
guantia pequena de DNA (molécula que contém os genes, que Sdo as
informacGes de suas caracteristicas bioldgicas). O DNA sera analisado
no laboratério para tentarmos descobrir se ha relagdo entre alguns genes,
propostos nos atuais projetos (ligados ao metabolismo de horménios
sexuais, de substancias estranhas ao organismo, relacionados ao reparo
de DNA e sistema imune) e 0 aparecimento destas doengas. A amostra
coletada nesta ocasido podera ser utilizada em possiveis futuros projetos
gue envolvam testes genéticos, aprovados pelo sistema CEP/CONEP,
desde que receba novamente sua autorizagdo, ap6s um novo contato.
Deixamos claro que sua participagdo é voluntaria. A equipe agradece
antecipadamente sua colaboracdo e se coloca a sua disposicdo para
responder qualquer pergunta que vocé queira fazer, e esclarecer
quaisquer davidas que porventura aparecam. Para isso vocé pode
telefonar para o numero (48) 3721-9804 e conversar com a Profa. Dra.
Iliada Rainha de Souza ou seus orientandos.

Procedimentos:
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Caso vocé concorde em participar, vocé ird preencher um questionario
para sabermos seus dados pessoais (como nome, endereco e telefone) e
ird assinar um termo de consentimento livre e esclarecido para que
possamos utilizar seus dados pessoais e material biolégico nestas
pesquisas.

Também precisaremos tirar um pouco de sangue numa seringa.

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

Entraremos em contato pelo telefone fornecido o mais breve possivel
para realizarmos um novo questionario de duracdo méxima de 20
minutos. Este questionario ird conter dados como seus hébitos
alimentares e pessoais, histérico reprodutivo e histérico clinico,
essenciais para o desenvolvimento das pesquisas.

Riscos:

A coleta de sangue € 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
preocupagdes. As informacdes coletadas, bem como os resultados das
andlises genéticas serdo mantidas em sigilo e serdo utilizadas somente
pela equipe da pesquisa.

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

Beneficios

Vocé ndo tera nenhum beneficio direto ao participar desta pesquisa, mas
0s resultados deste estudo poderdo no futuro proporcionar novas
alternativas para prevencdo 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

Florianépolis,__ /[
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ANEXO E
DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO

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

Floriandpolis,

Assinatura:

RG:
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ANEXO F

Universidade Federal de Santa Catarina
Centro de Ciéncias Bioldgicas
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética — BEG
Laboratorio de Polimorfismos Genéticos

QUESTIONARIO — GRUPO CONTROLE
IDENTIFICACAO

Data: _/ [/ Coleta: ( ) sangue

Dados Pessoais:

Nome:

Endereco:

Cidade: Telefone Residencial:

Telefone Trabalho: Celular:

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

Estado Civil: Tipo de sangue:

Profissao: Aposentado: ( ) Sim  ( )Nao

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

Peso: Altura:

Cidade onde nasceu:
Ascendéncia: Materna Paterna

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

Cordapele: ( )negra ( )mulata ( )amarela ( ) branca
Observacéo:
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Dados Familiares:

Nome do pai:
Cidade onde nasceu:

Descendéncia do pai:
Materna Paterna

Profissao:

Nome da mae:

Cidade onde nasceu:

Descendéncia da mae:
Materna Paterna

Profissdo:

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

Ingere BEBIDA ALCOOLICA? ( )Sim ( )N&o
Frequéncia: ( ) Todososdias  ( )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 ( )Nao
Tipo:

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

Vocé FUMA? ( )Sim () NdoVocé ja FUMOU? ( )Sim ( ) Nao
Tipo: () Cigarro () Charuto ( ) Cachimbo ( ) Outro

Quantidade e Freqtiéncia (n° de cigarros por dia):
Tempo que fuma ou fumou:
H4& quanto tempo parou:
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Entrevistador: Data daentrevista: [/ /
Nome:

Identificacdo:

Histérico Hormonal e Reprodutivo

Idade da MENARCA.:

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

PARIDADE:

N° de gestagdes Idade da 12 gestacao

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

TRAT. HORMONAL.:
Utiliza AC? ( )Sim ( )N&o  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 () N&o Jafez TRH? ( )Sim () Né&o

Nome do Horménio:
Tempo que faz ou fez TRH:
H& quanto tempo parou?

( )Outros horménios Tempo total:

Observagoes
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Historico Medico
Caso de CANCER pessoal? ( )Sim () Ndo
Tipo:

Casos de CANCER DE MAMA na familia? ( )Sim () Ndo

Grau de Parentesco: ( ) filha () irma ()Ymae ()avéd
() tia maternal°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 ( ) Néao
Local:

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

Tempo de diagndstico:

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

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

OSTEOPOROSE: ()Sim () Néo

DOENCA REUMATICA:  ()Sim () Ndo

DIABETES: ()Sim () Néo

ASMA: ()Sim () Néo

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

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

TUBERCULOSE: ()Sim () Né&o

DISTURBIO RENAL: ()Sim () Néo

DISTURBIO PULMONAR: ( )Sim () N&o
DISTURBIO HEPATICO:  ( )Sim () N&o

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

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

OUTRAS DOENCAS?:

Alérgico a algum medicamento?

Alérgico a algum alimento?

Teve DEPRESSAQ?

Utilizou ou utiliza alguma medicac¢éo por longo tempo?
() Sim ( ) NdoNome do medicamento (dosagem e freqiiéncia) e
tempo que utilizou:




