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RESUMO

Introducdo: Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doencanétiva inflamatoria e
cronica de origem autoimune. Possui a combinacgetisposicdo genética e ambiental que
altera a expressao de genes reguladores principtmde sistema imune. Por se tratar de uma
doenca complexa, varios genes estdo envolvidogaacgio. Nesse contexto genético, o papel
dos genes que codificam moléculas importantes taboksmo tem sido alvo de interesse pela
importancia desses processos no organismo e nowbddenento de doencas. Para o
metabolismo, a MTHFR (5,10-Metilenetetrahidrofol&edutase) € uma importante enzima
que esta envolvida em processos de metilagdoesside DNA e de vias metabdlicas do &cido
félico (vitamina B9). Possui polimorfismos de nuatideo unico (SNP) em diversas partes do
gene MTHFR, porém o0s mais importantes sdo na regido C677T Qdsli3B] e A1298C
[rs1801131] que diminuem a atividade dessa enz\oa.pacientes com LES, sabe-se que as
células dos leucécitos mononucleares exibem vatiasagdes. Com isso, ocorre a producao
de citocinas anormais, diminuicdo da funcéo citoxe aumento da resposta humoral.
Portanto, variages genéticas das enzimas dalsia fque atuam em conjunto para doacao de
metila na regido reguladora do DNA podem causaaw fomncionamento dessas células. Varios
estudos comprovam que uma super expressao anamiadnas, no qual ocorre um aumento
de autoanticorpos, esta relacionada a uma baixtagéet em regides regulatorias do DNA em
células T.Objetivo: Investigar a associagdo do SNP do gefféHFR (C677T e A1298C) a
genotipos de risco/protecdo para o desenvolvimdatdoenca através de um estudo caso-
controle em pacientes de Santa Catarina - Bi@assultados:a analise dos gendétipos e das
frequéncias alélicas por PCR-RFLP para a regia& C@&ncontra-se em Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW). Porém, para a regido A1298C o guapaasos esta fora do equilibnm (
0,0013) e grupo dos controles encontra-se em EH&.fbi encontrada nenhuma associagao
significativa entre casos e controles quando catlmubodds-ratioconsiderando cada alelo e
cada genotipo como fator de risco/protecéo pamserd/olvimento de LES na regisd HFR
677. Porém, demonstrou-se que a presenca do ateodgidao 1298 do geMeTHFR aumenta

em 1,618 vezes a chance de desenvolver LES (O818;195% IC: 1,097 — 2,388;= 0,014),
sendo que o alelo C atua como fator de protecac(QRB18; 95% IC: 0,419-0,91@=0,014).
Analises deodds-ratio foram feitas para oito manifestagfes clinicas danda (Artrite,
Fotossensibilidade, Eritema malar, Ulcera oral, risef Anemia, Alteracdes neurolégicas,
Serosite). Sendo que duas manifestacbes foram iadasccom a regido A1298C a de
Fotossensibilidade em que o alelo A atua como fadgorisco (OR = 1,947; 95% IC: 1,026 —
3,701; p = 0,041) e o0 alelo C como fator de praid€R = 0,513; 95% IC: 0,270 — 0,9%b+
0,041) e Ulcera oral em que o alelo C atua conw fi risco (OR = 1,944; 95% IC: 1,073 —
3,528;p = 0,027) e o alelo A como fator de protecao (OBR514; 95% IC: 0,283 — 0,93@=
0,027).Conclusao: Os resultados mostram uma relacédo dos polimorfistnogeneMTHFR
com LES para pacientes do Estado de Santa CatdBrasil para a regiao A1298C, tanto na
comparacdo estatistica de Caso-Controle quanto masifestacdes clinicas para
fotossensibilidade e Ulcera oral.

Palavras Chaves:autoimunidade; doencas complexas; fotossensibéidadunogenética;
SNP; ulcera oral.



ABSTRACT

Introduction : Systemic lupus erythematosus (SLE) is an inflatonyaand chronic rheumatic
disease of autoimmune origin. It has the combimated genetic and environmental
predisposition that alters the expression of métabegulatory genes. Because it is a complex
disease, several genes are involved in its etiolbgyhis genetic context, the role of genes
encoding important molecules in metabolism has lw#anterest in the importance of these
processes in the body and in the development elades. For metabolism, MTHFR (5,10-
Methylenetetrahydrofolate Reductase) is an imporamzyme that is involved in the
methylation and synthesis of DNA and metabolic patys of folic acid (vitamin B9). It has
single nucleotide polymorphisms (SNP) in severatspaf the MTHFR gene, but the most
important are in the C677T [rs1801133] and A12981801131] regions that decrease the
activity of this enzyme. In SLE patients, it is ko that mononuclear leukocyte cells exhibit
various aberrations. This leads to the productibabmormal cytokines, decreased cytotoxic
function and increased humoral response. Therefiaeetic variations of the folate pathway
enzymes that act together for methyl donation & DPINA regulatory region may cause
malfunction of these cells. Several studies hawawvshthat an abnormal cytokine super-
expression, with increased autoantibodies produagctie related to low methylation in
regulatory regions of T-cell DNAObjective: To investigate the association of SNPs in the
MTHFR gene (C677T and A1298C) to genotypes of risk tgmtmon for the development of
systemic lupus erythematosus, through a case-da@ttrdy in patients from Santa Catarina -
Brazil. Results analysis of genotypes and allele frequencies GRIRFLP for the C677T
region showed a Hardy-Weinberg Equilibrium (HWEpwever, for the A1298C region the
control group is in HWE, but the case group is olubalance [§ = 0.0013). No significant
association was found between cases and contrdlSBE when calculating the odds ratio
considering each allele and each genotype as @ psiective factor for the development of
SLE in the MTHFR 677 region. However, the MTHFR &28gion indicated that individuals
with the A allele were more likely to develop thsahse (OR = 1.68; 95% CI: 1.097-2.388;
= 0.014). Allele C acts as a protective factor (©R.618, 95% CI: 0.419-0.91p,= 0.014).
Odds ratios were also calculated for eight clinicanifestations of the disease (Arthritis,
Photosensitivity, Eritema malar, Oral ulcer, Nep&si Anemia, Neurological disorders,
Serositis). In the A1298C region, two manifestagi@mowed association: photosensitivity in
which the A allele acts as a risk factor (OR = Z,9965% CI: 1.026 - 3.70, = 0.041) and the
C allele as a protection factor (OR = 0.513; 95%0@270 — 0.975p = 0.041) and Oral ulcer
in which the allele C was a risk factor OR = 1.948% IC: 1.073 — 3.52& = 0.027) and the
A allele acts as a protection factor (OR = 0.55%69C: 0.283 — 0.9371=0.027) Conclusion
The results indicate an association of the polymismps A1298C in théATHFR gene with
SLE in patients from the State of Santa CatariBaazil, as well as with the specific clinical
manifestations photosensitivity and oral ulcers.

Keywords: autoimmunity; complex diseases; immunogenetical olcer; photosensitivity;
SNP.
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1 INTRODUCAO

1.1SISTEMA IMUNOLOGICO

Um dos sistemas necessérios a sobrevivéncia dea ressécie € o sistema
imunoldgico. Este sistema tem papel fundamentalomaeostase do organismo, impedindo o
atagque de patdgenos e corpos estranhos, criandowssa defesa humoral e celular eficiente.
Estando sob um equilibrio dindmico de reconhecimetas préprias células, apresenta
diversos mecanismos como: competéncia imunolédmanécado de novos anticorpos) e
mem©éria imune (resposta rapida a um determinadgeardt) (SHISHIDO et al., 2012).

Sobre o reconhecimento do préprio, o sistema indasenvolveu um mecanismo
interno, conhecido como tolerancia imunoldgica, qus protege dos potenciais efeitos
destrutivos do sistema. No entanto, o sistema ihdgiam pode atacar os proprios tecidos,
resultando em doencgas autoimunes. Compreender eanisos envolvidos na inducgéo e
manutencdo desta tolerancia imunoldgica, assim camanergia (um estado de néo
responsividade ao antigeno — inativacao funciogadssencial para elucidar as causas das
doencas autoimunes (BRODIN; DAVIS, 2016).

1.1.1Autoimunidade

A autoimunidade refere-se ao estado anormal quandistema imunoldgico
desregulado ataca as células e tecidos saudawaik deperda da tolerancia imunoldgica.
Este estado aberrante apresenta-se clinicamerftema de amplo espectro de desordens
autoimunes caracterizadas pela presenca de céimases autorreativas e (ou) o
desenvolvimento de autoanticorpos. Essas respastasnunes podem ser disseminadas e
envolver multiplos 6rgaos e sistemas, resultandaleemcas autoimunes sistémicas, como
lUpus eritematoso sistémico (LES), artrite reunaétiesclerose sistémica e sindrome de
Sjogren primaria. O dano patologico da autoimuredi@ibém pode ser limitado a 6rgaos
especificos, causando doencas autoimunes espgdfidagado, como: cirrose biliar priméaria,
diabetes mellitus tipo 1, esclerose multipla e gasrda pele, incluindo vitiligo e alopecia
areata (LONG et al., 2016).

A etiologia dessas doencas se deve a uma combidacamedisposicdo genética e
fatores ambientais que alteram a expressao de gegekdores imunoldgicos atraves de

varios mecanismos, incluindo mecanismos epigergtiE®mentos humorais e celulares do
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sistema imune inato e adaptativo desempenham ural pap patogénese das doengas
autoimunes (DAI) e a presenca de autoanticorpasrfaletectadas na maioria dos casos, antes
mesmo do aparecimento de sintomas clinicos (MA ,e2@17).

Estudos epidemiologicos mostram que a taxa de cdéwoia de gémeos
monozigo6ticos com LES ou Artrite Reumatoide (ARgrére 10% e 40%, 0 que sugere O
envolvimento de fatores ndo genéticos, como 0s étopaambientais, que geram gatilhos
também importantes na patogénese e desenvolvirdestas doencas (BOGDANOS et al.,
2012).

Um dos objetivos da genética é compreender asiggagntre a variagdo génica e as
doencas (variagfes fenotipicas). Intuitivamentelepge-ia esperar que variantes genéticas
causadoras de doencas se agrupassem em vias-ahawetabolismo que conduzem a
etiologia. Mas, para doencas complexas, os sira@isdociacdo tendem a se espalhar pela
maioria do genoma - incluindo muitos genes semaeonaxao 6bvia com a doenga (BOYLE;
LI; PRITCHARD, 2017a)

1.2 DOENCAS DE ETIOLOGIA COMPLEXA

Historicamente, havia um debate classico no irdoigéculo XX entre mendelianos,
(defensores de caracteristicas descontinuas) eiomsétiicos (interessados em tracos
fenotipicos continuos como a altura, por exemply. biometristas acreditavam que a
genética mendeliana ndo poderia explicar a disgdoucontinua de variacdo observada para
muitas caracteristicas em humanos e outras espEsw&s debate foi resolvido em um artigo
de Ronald Aylmer Fisher em 1918 (FISHER, 1918) al quostrou que se muitos genes
afetam uma caracteristica (poligenia), entdo a aagmm aleatdria de alelos em cada gene
produz um fenotipo continuo, normalmente distribuig populagcdo. Como o nimero de
genes cresce muito, a contribuicdo de cada gema-s@ correspondentemente menor,
levando ao limite do famoso "modelo infinitesimd€ Fisher (BOYLE; LI; PRITCHARD,
2017Db).

As doencgas “complexas” sdo assim chamadas poras&oijpem um erro metabdlico
evidente, nem uma alteracdo genética definida mpoeendida, nem um padrédo de heranca
definido, mas sim a combinacdo de uma série dag@es genéticas herdadas ou adquiridas
aliadas aos fatores ambientais que desencadeiameag@o do organismo. Sdo exemplos:

LES, AR, Diabetes mellitus, doengca de Alzheimererd@s de Hirschsprung, doencas
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cardiovasculares, esquizofrenia, hipertensao, ingmatlismo, obesidade, osteoporose, entre
outras (BORGES-OSORIO, M. R.; ROBINSON, 2013).

Atualmente, com o crescimento do conhecimento dgsmogenoma e o0
desenvolvimento de novas tecnologias gendmicapeusitiram a identificacdo de fatores
de risco das doencas complexas, tém-se utilizadtEssidos de Associacdo Gendmica
Ampla” (GWAS -Genome-wide association stugigSomo as variantes genéticas de doencas
complexas possuem um efeito pequeno, em GWAS, upnmennumero de variantes
genéticas € testado simultaneamente, ndo podendibservados por analises estatisticas
simples, mas sim por técnicas robustas de analitevariada. Com o intuito de aumentar o
poder estatistico, consideram-se os efeitos deafaroletiva destas variantes genéticas.
Portanto, € um desafio a tarefa de executar GWASentemente poderoso estatisticamente

para mapear genes de doencas complexas (KAO 204Y).

1.3 LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO (LES)

Em 1895, o médico canadense Sir Willian Osler @estr os sintomas de LES. A
descoberta de LE (LUpus Eritematoso) foi um magesa p pesquisa de patogenias de origem
imunoldgica, pois levou a descoberta de diversésrda antinucleares, observando os
autoanticorpos dirigidos a acidos nucleicos e easutariantes (BENEDEK, 1997).

Por se encaixar na categoria de doenca complexauttifatorial, ela ndo segue
geneticamente os padrdes mendelianos simples dedaelPortanto, varios fatores genéticos
e ambientais estao presentes, caracterizando ulombeldiversos genes, alguns com efeitos
maiores outros com menores. Dessa maneira, 0 donge alteracdes alélicas pode
determinar um limiar fenotipico que distingue odividuos afetados em um determinado
ambiente (Nussbaum, R.L.; MCinnes, R.R. E Will&@D8).

O diagnostico de LES comumente ndo € fécil, cdgrimunologicos e
hematolégicos, bem como manifestacdes clinicasusados para diagnosticar a doenca.
Tradicionalmente séo utilizados os critérios degudstico daAmerican College of
ReumatologfACR), publicado em 1982 com uma atualizacdo efY 1fintamente com as
informagdes ddystemic Lupus International Collaborating CliniSLICC) que valida e
expande a classificacdo da LES em 2012. Segund&CLSforam identificados 17 critérios

para o diagnoéstico. A regra para o diagnosticadé gue o paciente deve ter pelo menos 4
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manifestagdes, incluindo pelo menos um critériaioti e um critério imunoldgico. Ou o
paciente deve apresentar inflamacdes renais, camsiai comprovada na presenca de
anticorpos antinucleares, ou anticorpos anti-DNAlgigla hélice (PETRI et al., 2012)

A doenca é sistémica, devido a possibilidade deadfestar em diversos 6rgéos e
0 seu curso € marcado por melhoras e pioras naauhldico ao longo do tempo, portanto,
varia de paciente para paciente. Porém, os padi®esntomas mais caracteristicos sao:
fadiga, febre, mialgias, perda de peso e doresarigsilacbes. No entanto, sintomas mais
graves como uma seérie de problemas vascularegmafldes renais, gastrointestinais,
pulmonares, cardiacas e do sistema nervoso cetanathém estdo presentes. Os sintomas
normalmente se desenvolvem de forma mais lenteogrgssiva ou de forma mais rapida
(meses ou semanas, respectivamente) (GLADMAN, 2018)

Dados da Portaria n° 100 de 7 de fevereiro de 2@d3ylinistério da Saude, a
incidéncia de LES estimada em diversos locais dodmé de 1 a 22 casos para cada 100.000
pessoas por ano e a sua prevaléncia, também muihdial7 a 160 casos para cada 100.000.

Pessoas de qualquer idade, etnia e sexo podemvdesgna doenca. Porém, a
maioria dos casos € em mulheres em idade repragwntre 20 e 45, e também em né&o
caucasianas (FERREIRA BORBA et al., 2008b). No Brasgundo um estudo realizado na
regido Nordeste, mostrou-se uma incidéncia dea@@scpara cada 100.000 pessoas por ano
(VILAR; RODRIGUES; SATO, 2003) e a sua prevalérsegundo a Sociedade Brasileira de
Reumatologia (SBR) € de 65.000 pessoas, com umaaéisa de uma a cada 1.700 mulheres
(FERREIRA BORBA et al., 2008a).

Alguns fatores de risco foram descritos, como p@n®lo, 0 microquimerismo
(fendbmeno bioldgico referente a uma pequena pogaolde células ou DNA presente em um
individuo, mas derivada de um outro organismo gegreente distinto) fetal dos bebés que
carregam certos alelos do complexo de Antigenosdatarios Humanos (HLA, do inglés
Human Leukocyte Antigengque foi relacionado ao desenvolvimento de autoidade nas
maes, em um estudo recente em mulheres gravidasg€ral., 2016). Outros estudos fazem
uma associacao entre infeccao viral e o desenvehtionde Lupus Eritematoso (HANLON,
2014). Mecanismos epigenéticos também tém sida&dtis nas ultimas décadas, cujas
alteragOes nas histonas, na metilagcédo do DNA ag&a dos RNAs néo codificadores, podem
influenciar o desenvolvimento de doencas sem edtrionada diretamente com a sequéncia

do genoma, e mesmo assim ser passado as proxiragdee (LONG et al., 2016).
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1.4 GENETICA E LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

1.4.1 Polimorfismos De Nucleotideo Unico

A variabilidade genética humana inclui a mudancaeutidica pontual ou até o
ganho (ou perda) de cromossomos inteiros. Quandonyes de diferentes pessoas sdo
comparados, a sequéncia dos nucleotideos (Ade@itasina, Guanina e Timina) é quase
sempre a mesma. Porém, variantes ocasionais poeewissas na posicado de qualquer
nucleotideo. Cerca de 1 nucleotideo a cada 300ra@rtico (apresenta-se na forma de outra
base nitrogenada), o que significa que aproximadgnm&0 milhdes de SNP ocorrem no
genoma humano. Estes SNP séo catalogados em umdmdados publico dbSNP (SHORT
GENETIC VARIATIONS - NCBI, 2018) e séao referenciadmor nimeros iniciados pars”
(reference SNP Os geneticistas descrevem uma variante como s&N§ua frequéncia na
populacao for superior ao valor arbitrariamententgd como 0,01 (1%) (STRACHAN;
READ, 2013).

Mais comumente, essas variagcdes sao encontradBNAoem regides entre 0s
genes. Eles podem atuar como marcadores biolognopsrtante para a localizacéo de genes
associados a doencas. Quando SNP ocorrem deniro dene ou em uma regiao reguladora
proxima de um gene, eles podem desempenhar um pagedireto na doencga, afetando a
funcéo deste. A grande maioria dos SNP néo tertoefebre a saide ou o desenvolvimento.
No entanto, algumas dessas diferencas genétiaagram ser muito importantes no estudo
da saude humana. Os SNP também podem ser usadosagi@ear a heranca de genes de
doencas dentro das familias. (GENETICS HOME REFEREN2018).

Com o advento da tecnologia de GWAS, o numero de iNgenoma associados ao
Lupus Eritematoso Sistémico aumentou drasticamedtes Ultimos anos, seis grupos
publicaram estudos em GWAS que confirmaram e expand lista ddoci e suas variantes
alélicas de risco para um numero de 25, somenta desnca - outros trabalhos demonstram
60loci suscetiveis para esta doenca (TERUEL; ALARCON-RIQME, 2016). Além disso,
variantes para doencas inflamatdrias compartilhanmos destedoci de risco com LES.
(BUDARF et al., 2011).
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1.4.2 Vias metabdlicas do acido félico

A ciéncia da Nutrigenética define a interrelacéinesa genética de uma pessoa e sua
necessidade ou utilizacdo de um nutriente em péatidNa medida em que o sequenciamento
de DNA e a pesquisa nutricional tornaram-se mafésterados nas Ultimas décadas,
numerosas relacdes clinicas em Nutrigenética fetanidadas. Entre os mais conhecidos sé&o
os varios polimorfismos no geMTHFR que codifica a enzima Metilenetetrahidrofolato
Redutase ITHFR) necessaria para sintetizar a forma ativa do dofsfitamina B9). Os
polimorfismos ddVITHFR s&o os mais amplamente estudados entre tododio®@zmos
nutrigenéticos e o teste de genotipageidélFRtem se tornado uma pratica clinica comum
(GUILLIAMS, 2018).

O acido félico € uma molécula pequena (441,37 g/mokesta envolvida em
importantes processos bioquimicos em humanos, ipaintente em sua forma idnica.
Presente na multiplicacdo celular, regulacdo deidatie génica, producdo de células
vermelhas e brancas, renovacao da pele e o reeestinmtestinal, bem como na sintese de
produtos quimicos que modulam a funcdo cerebralac@o folico esta disponivel
naturalmente ou sinteticamente. O folato é a faméanica do acido félico. Frequentemente,
o termo “acido fdlico” refere-se para o compostaté&tico totalmente oxidado usado em
suplementos dietéticos, enquanto “folato” referege varios derivados de tetrahidrofolato
naturalmente presente nos alimentos. No entantohaaliferenca em termos “naturais” ou
acido folico “sintético”, sdo a mesma molécula (MARETTI et al., 2014).

A descoberta do &cido folico foi relatada pela pima vez em 1930, quando a
hematologista inglesa Lucy Wills (1888 - 1964) eeu $istorico artigo (WILLS, 1931)
relatou a presenca de uma substancia derivadaelduiea chamada de fator de Wills (Wills
Factor Yeast Extract) que poderia prevenir a anemigaloblastica, uma doenca
potencialmente fatal. Em 1941, Herschel K. MitchBmond Emerson Snell e Roger J.
Williams cunharam o termo “acido félico”, pois seaxperimentos foram com as folhas de
espinafre, em latinfpolium, significa folha, ja que o acido folico esta praseem abundancia
nas folhas verdes (MITCHELL; SNELL; WILLIAMS, 1941Pesquisas feitas nas décadas
seguintes elucidaram melhor os componentes do pletalo desta substancia, bem como
suas interrelacdes com outras vias metabdlicas cdmoitamina B12, da metionina e
também o papel do acido félico na sintese de miiimai e purina (bases nitrogenadas que
compdem os nucleotided§3AZZALI et al., 2016).
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A estrutura molecular do acido fdlico pode ser ditd em trés partes: acido
glutdmico (Glu), uma porg¢éo de acido p-aminobere(fABA) e uma porcéo pterina (Figura
1). A porcéo pterina esta ligada ao PABA por umat@ale metileno e por sua vez PABA
esta ligado por uma ligacdo peptidica com o resiiguécido Glutamico (Glu) para formar o
acido félico (VORA et al., 2002).

Hz NMH,H rN\L HN_):D
“J\ 7 N_{\‘\ H _520
© Folic acid (FA)

H HD>=
N_ _N_ _N 0
2 \ﬂ, \ll/ j _('}:\\ OH HoN—
N P - HQN ":{t JH'J S‘\ \—\_
N o
I..—O
0 HO
Pterin PABA Glu

Figura 1- Estrutura molecular do &cido folico e suas difees porcdes: Pterina, Acido
Paraminobenzoéico (PABA) e Acido Glutamico (Glu)nFa GAZZALI et al., 2016.

A via metabdlica desta molécula (Figura 2) faz aliagfio de transferéncias de
carbono necessarias para varias reacoes bioquiriilzasiesempenha um papel critico na
sintese de S-adenosilmetionina (SAM) que serve ogmapo doador em varias reacdes de
metilacdo: como a metilacdo de DNA, RNA e proteifasetilacdo do DNA, por sua vez, é
um importante determinante epigenético, na expoeg8aica, na estabilidade do DNA e na
mutagénese. Esta via também desempenha papeliabsargintesde novade nucleotideos,
gue é necessaria para replicacdo do DNA e no panoreAssim, erros nesta via metabdlica
afetam diretamente a metilacdo do DNA, seus prosassreparacao e sintese implicando no
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, deféd tubo neural, fissura labiopalatina,
e canceres. (NAZKI; SAMEER; GANAIE, 2014).
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Figura 2 - Via metabdlica do acido folico. Fonte: GUILLIAM3018

1.4.3 Enzima MTHFR (5,10-Methylenetetrahydrofolatereductase)

A enzima MTHFR, converte 5,10-metileno-tetrahidtafo (5,10-methylene THF) -
- um doador de carbono na biossintese de nuclestidem 5-metil-tetraidrofolato (5-methyl
THF), um doador de carbono na remetilacdo da ha@teoa em metionina (GOYETTE et
al., 1998). Esta € uma reacéo irreversivel e tamdémca fonte endogena de 5-metil THF
para a célula. O composto 5-metil THF tem comoalfuacao conhecida ser doador de metila
na conversdo de homocisteina em metionina, nungadoeztalisada pela enzima Metionina
Sintetase Redutase (MTR) usando cobalamina (Vimi®?) como cofator. Deficiéncias da
atividade doMTHFR levam a reducéo da disponibilidade celular de &iriiélF, o que
resulta: 1) niveis elevados de homocisteina sévicaurinaria (tHcy -total plasma
homocysteine 2) acumulo de metabdlitos de folato; 3) baixb&is de metionina, SAM (S-
adenosilmethionina) e metilacdo no geral, causafdiios epigenéticos a longo prazo
(FRISO et al., 2002).

A homocisteina total plasmatica elevada (tHcy), etipmocisteinemia ou
homocistenudria € um fator de risco independentenfatcador) para uma ampla gama de
doencgas (LIEW; GUPTA, 2015).
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1.4.4 O GeneMTHFR e seus Polimorfismos

O gene humano que codifica a enzima MTHFR foi dola mapeado na década de
90 por Philippe Goyette e sua equipe através déagmento de cDNA (DNA sintetizado a
partir de uma molécula de RNA mensageiro, cujo®mst foram removidos pelsplicing
alternativo. OMTHFR esté localizado no brago curto do cromossomo 368D (Figura 3),
possuindo 20.374 pares de bases e apresentanaoriss Broduz um mRNA de 7.105 pares
de bases que codifica a MTHFR, formada por 656 aacidos (GOYETTE et al., 1994).
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Figura 3 - Cromossomo 1 indicando a localizagéo do démelFR Fonte: NCBI

Mais de 40 variantes genéticas diferentes no §€nRdFR foram identificados em
pacientes com homocistenuria (LECLERC; SIBANI; ROZER004). Duas dessas variantes
ganharam particular atengcéo, e ambas séo polimaréigie nucleotideo Unico (SNP). Estes
dois polimorfismos saMTHFRC677T e A1298C. (GUILLIAMS, 2018) (Quadro 1).

Quadro 1 - Quadro sintese das trocas no gdi¢iFRe consequentemente dos
aminoacidos estudados no presente trabalho.

GeneMTHFR C677T GeneMTHFR A1298C
Aminoacido posicao 222 Aminoacido posicao 429
Se-:—\i/zcg)jem Mutacdo Se-lr\ilgcg);em Mutacdo
Nuz:g:icr)]t;()jeo Cit(c():s)ina Tig_i)na C677T Ad&;ina Cit(%s)ina A1298C
Aminodcido  Alanina - Vaina - piggopa| GMAmal0 ARG gy 400,

Fonte: elaborado pelo autor, adaptado de JADEJA et alL8R0
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e MTHFRC677T: troca uma Citosina (C) por uma Timina (®)mucleotideo
namero 677, resultando numa troca na posicao 22mlieoacido Alanina
(A) por Valina (V) (FROSST et al., 1995).

e MTHFR A1298C: troca uma Adenina (A) por uma Citosina (@)
nucleotideo numero 1298, resultando numa troca osicdo 429 do
aminoéacido Glutamato (E) por Alanina (A) (WEISBERGal., 1998).

A variacdo C677T ocorre no éxon 4 situado no gididigacéo da proteina MTHFR
e A1298C ocorre no éxon 7 situado num dominio egtib (SUNDER-PLASSMANN;
DINGER, 2003).

No caso de polimorfismos C677T, verificou-se gue cemparacao com as variantes
homozigotas normais (C677C), o heterozigoto (C67&M) 65% de seus niveis de atividade
enzimatica in vitro enquanto homozigotos para aawte (T677T) tém 30% de atividade
(ROZEN, 1997). Os estudos de ensaios microbiol&gianonstraram que em comparacao
com homozigotos CC, heterozigotos CT e homozigdiogem respectivamente 10% e 18%
niveis menores de folato nas hemacias (MOLLOY.elL8B7). Individuos com a variante TT
também foram encontrados contendo baixos nivei®lde e vitamina B12 no plasma e
também elevados niveis de homocisteina (MA el1889).

Similarmente para A1298C, comparado com os homtmgaormais (AA), a
atividade enzimatica in vitro demonstrou ser mermhomozigoto (CC) e ainda em menor
grau nas variantes heterozigotos (AC) (VAN DER P&iTal., 1998). Estudos de folato e
homocisteina A1298C e plasma sdo inconsistentasiddde enzimatican vitro para
compostos heterozigotos (isto €, heterozigotos &=V T e para A1298C) ndo sao claros.
(NAZKI; SAMEER; GANAIE, 2014). Esta variante enzitiga, ao contrario da variante
C677T nao é termolabil (perde suas propriedadeaexas temperaturas) e ndo parece estar
associada a niveis elevados de homocisteina, masnmmmozigotos (C1298C). Entretanto,
individuos que sao heterozigotos para ambos os @&® €, A1298C e C677T) tém
homocisteina elevada a niveis semelhantes aosidodsy homozigoticos T677T e a
frequéncia do polimorfismo A1298C € mais alta erpytacdes de ascendéncia europeia
(GUILLIAMS, 2018).

Outros estudos como o de Sunder-Plassmann etdanpeariar em termos do nivel
de atividade da enzima, heterozigotos 677CT, 1298/&Combinacdo da heterozigosidades
C677T + A1298C trazem uma reducdo do nivel de datde para 45%, 68% e 42%,
respectivamente (SUNDER-PLASSMANN; DINGER, 2003).
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A Figura 04 demonstra uma analisesilico do fenotipo da enzima MTHFR em suas

diferentes alteracdes residuais que alteram o tordeaproteina (JADEJA et al., 2018).

J) C-Terminus

C- Terminus

- Terminus

l MTHFR Wild Type I MTHFR Ala222Val l MTHFR Glu429Ala I MTHFR Ala222Val+Glu429Ala

Figura 4 - Alterac6es estruturais da proteina com os SNfedeMTHFR Azul a proteina tip
selvagem. [A]: vermelho mutante C677T, [B]: verdetamte A1298C, [C]: magenta mutante
duplo C677T e A1298C. As alteracfes na estrutuwradsitificadas com setasonte: JADEJA

et al., 2018.
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2 JUSTIFICATIVA

Devido a grande dificuldade diagnostica de LEShdea indices de mortalidade e
perda da qualidade de vida estéo associados d@ssga. Surge entdo a necessidade de uma
busca por marcadores genéticos, ndo s6 para o anbharpento e auxilio diagnéstico, mas
também para um melhor entendimento do mecanisntiolegga da doenca. A contribui¢cao
desse estudo é na analise de dois SNP nas reghd@9 @ A1298C do gendTHFR para
obter mais informacdes sobre estes polimorfismospessoas saudaveis e em pessoas
portadoras da doencga, buscando assim uma possildos com a doenca e suas

manifestagdes clinicas.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a associacdo de Polimorfismos de NudeotUnico (SNP) do gene
MTHFR (C677T e A1298C) a gendtipos de risco e de protgedia o desenvolvimento da

doenca Lupus Eritematoso Sistémico (LES), atraeésnd estudo caso-controle.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar a técnica de PCR-RFLP para o Laborati@i®olimorfismos Genéticos

(LAPOGE) - UFSC;

» Determinar os genoétipos dos SNP de duas posicliesipficas do gen®THFR677
e 1298 para ambos 0s grupos de casos e contrate¢cdoao calcular as frequéncias
alélicas e genotipicas para estes polimorfismos;

» Testar a hipotese de que os gendtipos se encoetmaaguilibrio de Hardy-Weinberg,
tanto no grupo de casos como no grupo controle;

» Verificar se ha associacdo com a doenca e as mtatGfes clinicas presentes nos

pacientes de LES com os alelos e 0s genotipd4TdeFR 1298 e 677.



32

4 MATERIAL E METODOS
4.1 COLETA DE DADOS E DO MATERIAL BIOLOGICO

Esta pesquisa originou-se de um subprojeto apromaddIGPEX (201610359), o
qual faz parte de um projeto amplo aprovado pelmi@ode Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEPSH/UFSC), em parecer consubstancidilo st 423.535, de 23/09/2013
(Anexo D).

Os dados familiais e epidemioldgicos dos 173 péesenom LES, atendidos no
Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sao ThigigU) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), foram obtidos durante entreviategvés de questionarios estruturados
(ANEXO A). Eles foram coletados por alunos peresties ao Laboratério de Polimorfismos
Genéticos (LAPOGE), ap0s a assinatura do Termo aeséhtimento Livre e Esclarecido
(TCLE - ANEXO B) e os dados clinicos foram obti@opartir dos prontuarios dos pacientes
com LES. ApOs a obtencdo do consentimento informaskinado pelo paciente e da
entrevista, foram coletadas amostras de sangum(t@ sangue periférico), em tubo com
anticoagulante 4cido etilenodiamino tetra-acétEEDTA) para extracdo de DNA e andlise
dos polimorfismos genéticos no LAPOGE.

Como grupo controle foram utilizadas 157 amosteagadluntarios sem manifestacéo
ou historico da doenca, participantes (1) do NudeoEstudo da Terceira Idade (NETI)
associado a UFSC e (2) da Associacao Amigos doitdbgmiversitario (AAHU). Os dados
familiais e epidemiolégicos do grupo controle foraimtidos de maneira similar aos dos
pacientes, bem como o consentimento livre e esitlrg TCLE) e a coleta de sangue
periférico (ANEXO C).

Todas estas amostras biolégicas com seus dadosoaessfamiliais e
epidemioldgicos obtidos através dos questionéidoam catalogados e constituem um banco
de dados e amostras bioldgicas de pacientes comeldiSindividuos do grupo Controle,
armazenados no LAPOGE. Os dados clinicos forandabtie prontuarios médicos, cujas
informacdes foram conseguidas na data da coletasilta.

Todas as amostras bioldgicas utilizadas para edialbho estavam adequadamente
armazenadas em freezer -80°C e apds terem sidaladeste coletadas, separadas,
conservadas em tubo contendo EDTA, que foi fefiaréir da extragcdo do DNA, da camada

de linfocitos do sanguéffy coaj.
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4.1.1 Extracdo do DNA

O material gendémico utilizado foi extraido de acocdm o método de Sambrook &
Russel (2001) pelos colaboradores do Laboratéradienorfismos Genéticos (LAPOGE), a
partir de um banco de dados das amostras, contendmdigo de matricula das amostras,
juntamente com os questionarios obtidos pela esteeno dia da coleta.

4.1.2 Amplificacdo do DNA

As técnicas para a andlise de polimorfismos gargtitilizadas no presente estudo
foi PCR-RFLP Polymerase Chain Reaction e Restriction FragmengtlePolymorphisine
Eletroforese em Gel de Agarose (BERG, 2012).

Inicialmente, os fragmentos de DNA das regi#@$HFRC677T eMTHFRA1298C
foram amplificadas pela técnica de Reacdo em CatkeiaPolimerase (PCR, do inglés
Polymerase Chain Reactiprutilizando-se para isso oligonucleotideos irdor@s primers,
cujas sequéncias constam na TabdMél ket al., 2002).

Tabela 1 -Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utibzgpara amplificagdo de
fragmentos que envolvem as posi¢cdes 677 e 1298mEMTHFR

. Temperatura
Nome Sequéncia
de anelamento
MTHFR677 F 5- TGA AGG AGA AGG TGT CTGCGG GA-3 68°
MTHFR677 R 5-AGG ACG GTGCGG TGAGAG TG -3 65°C
MTHFR 1298 F 5- CAA GGA GGA GCT GCT GAAGA-3% 62°C
MTHFR 1298 R 5-CCACTCCAGCATCACTCACT -3 62°C

Fonte: Yl et al., 2002

Apo6s a amplificagdo dessas regifes os tamanhodragsentos de DNA séo
respectivamente de 198 pares de base (relativgi@doré77) e 128 pares de base (relativo a
regido 1298), visualizados através de eletrofozesgel de agarose 1,5%, na forma de bandas
coradas na presenca do corante fluorescgetRed™. Com essa técnica é possivel verificar
se a etapa de PCR foi bem-sucedida (Figura 5).
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Origem da
Corrida
Eletroforética

amplificado
pela PCR

Figura 5 - Gel de agarose 1,5% realizado para a verificac@oalkdade do DNA amplificado

pela PCR. Fonte: elaborado pelo autor.

4.1.3 Enzimas de Restricdo

Apoés a PCR, o produto gerado contendo a regia@isaefoi digerido por enzimas
de restricaadinfl e MBOII:

1) Hinfl (gene dd&daemophilus influenzagara a regido 677 do gekEHFR

2) MBO Il (gene daVoraxella bovi$ para a regido 1298 do geM@HFR

Essas enzimas clivam fragmentos de dupla fita d& BQiando identificam locais
referidos como sitios de restricdo (Figura 6). Aiakilidade entre os tamanhos dos
fragmentos permite a identificacdo das referidastsuicdes em seus alelos (TERRUZZI et
al., 2011).

5. ..GANTC...3 5...GAAGA (N),Y...%

3...CTNAG...5 & ..CTTCT{N),, . ..5

Clivagem da Aiaff Clivagem da 47534
Regido 677 Regido 12398

Figura 6 —Identificacdo dos sitios de clivager™ &) das enzimaslinfl e MBOII. Fonte:
Biolabs®

4.2 GENOTIPAGEM

Apos a clivagem enzimatica, a técnica utilizadapasualizacéo do resultado foi a
Eletroforese em Gel de Agarose (5%) para analsdewidos polimorfismos no gene de cada
individuo; tanto no grupo paciente quanto contrdledos os géis da eletroforese foram
analisados no Laboratério Multiusuario de EstudosBiologia (LAMEB) da UFSC com o
equipamento ChemiDoc MP®(Bio-Rad) saftwarelmagelLab®(Bio-Rad).



35

Nas figuras 7 e 8 é possivel observar,

e MTHFR C677T:fragmentos de 198 e 175 pares de bases apés divagamatica:
o C677C:apenas observavel a faixa de 198 pares de bas#ifge@C)
o CG677T:observavel as duas faixas de 198 e 175 pares dddmsdtipo CT)
o T677T: apenas observavel a faixa de 175 pares de bas#ifgemT)

* MTHFR A1298C:fragmentos de 100 e 72 pares de bases ap0s clivagamatica:
0 A1298A: apenas observavel a faixa de 72 pares de basdifgeAd)
0 A1298C:observavel as duas faixas de 100 e 72 pares dédsas®ipo AC)
0 C1298C:apenas observavel a faixa de 100 pares de bas#ifpe@C)

El. 7T €C CE CT
152 153 1% 160 185

Figura 7 —Leitura dos gendtipos do geRETHFR C677T no presente trabalho. As amostras
pertencentes aos individuos 152, 160 e 165 satifidadas como heterozigotas parbbous
677, enquanto as amostras 155 e 156 como homozigata os alelos T e C, respectivamente.

ND AC AC AA AC ND . CC

Figura 8 - Leitura dos gendétipos do geM@HFR A1298Cno presente trabalho. As amostras
pertencentes aos individuos 7, 8 e 10 sédo ideadifis como heterozigotas parfacus1298
(AC), enquanto a amostra 9 como homozigota pal@@A (AA) e as amostras 12 e 13 como

homozigotas para o alelo C (CC). As amostras 6mablforam digeridas (ND).
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4.3 ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas e genotipicas de cada garpm estimadas por contagem
direta. O teste de EHW também foi realizado, pardivacédo do equilibrio das distribuicdes
genotipicas observadas. Para confirmacdo dos céléoil utilizado o software GenePyp
versado 3,4 (RAYMONDROUSSET, 1995) adotando-se um grau de liberdade.

Para comparar os dois grupos foram aplicados osdwoetclassicos de analise
epidemioldgica para estudos caso-controle. Para estienativa da associacdo entre 0s
diversos alelos estudados e o LES, foi calculadanazéo de probabilidadagds ratio(OR),
utilizando o programa HDEpiMax Table Calculato(HEALTH DECISION STRATEGIES,
2012).

O valor dep menor que 0,05 foi adotado como limite de sigaiica para todos os

testes realizados.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra deste estudo constituiu-se de 330 indbddesidentes no Estado de Santa
Catarina predominantemente moradores da regidoatae Floriandpolis. Destes, 173 séo
pacientes de LES (grupo de Casos) e 157 sao indiszisem historico de doencas autoimunes
(grupo Controle), ndo tendo estes ultimos, confatewarado pelos mesmos, parentesco com
individuos acometidos por LES ou outras doencasirauhes. Para a identificacdo dos
polimorfismos C677T e A1298C do geidHFR, obtiveram-se resultados de 296 individuos
para a genotipagem dacus677 e 241 individuos para a genotipagentodas 1298. Cabe
salientar que, de todos os individuos que foramotg@os, nem todos apresentaram

resultados para os ddexi, como demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 —Identificacdo do numero total de individuos amakisa formado pelos grupo de Casos e
pelo grupo Controle, e nimero total de individuessajipados para dsci MTHFRC677T e A1298C.

Individuos MTHFR MTHFR
Ce77T A1298C
amostrados . )
genotipado  genotipado
Casos 173 167 116
Controle 157 129 125
Total 330 296 241

Fonte: elaborado pelo autor

Os individuos do grupo Controle foram pareados asamostras de Casos de acordo
com as caracteristicas deste ultimo grupo (indogdetom LES) em relacéo a sexo, idade e
etnia. Os individuos efetivamente genotipados aedaccom as caracteristicas citadas se

encontram na Tabela 3.
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Tabela 3 -Distribui¢cdo sexual, da média de idade com desatitygo, e da origem étnica das
amostras de Casos com LES e do grupo Controlegmaatdo de SC, apenas dos individuos

genotipados parsi THFRC677TN e A1298C.

Caracteristica

. s o MTHFR C677T MTHFR A1298C
Epidemiologica
Caso Controle Caso Controle
N° individuos 167 129 116 125
Sexo
Feminino 151 112 111 111
Masculino 6 17 3 14
Ni 10 0 2 0
Média de idade 37,73 38,125 38,01 38,23
Desvio padrdo SD +-12,08 +-13,40 +-12,18 +-13,31
Etnia (origem)
Africana 17 24 9 22
Europeia 105 80 77 80
Amerindia 5 7 4 7
Outras 19 0 14 0
Ni 21 18 12 16

Fonte: elaborado pelo autor. Ni = ndo informado

De acordo com a Tabela 4 € possivel observar akydas manifestacdes clinicas

em pacientes de LES. Porém, dos 173 individuoslde®) 149 possuiam as manifestacdes

clinicas avaliadas no questionario e com informag@notipadas pelo presente estudo.

Tabela 4 —Frequéncias absolutas e relativas das manifestatiesas presentes em pacientes com
LES, que foram genotipados para os polimorfismdse6I298 do gen@d THFR no presente estudo.

Manifestacoes clinicas N (%)
Artrite 112 (75%)
Fotossensibilidade 94 (63%)
Eritema malar 82 (55%)
Ulcera oral 66 (44%)
Nefrite 61 (41%)
Anemia 54 (36%)
Alteracdes neuroldgicas 44 (30%)
Serosite 36 (24%)
Total de pacientes genotipados com dados 149
clinicos

Fonte: elaborado pelo autor.
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5.1.1 Frequéncias Alélicas e Genotipicas nas Regi@Y7 e 1298 do gend THFR.

Os numeros absolutos de alelos e gendtipos obseErvadesperados e suas

respectivas frequéncias (alélicas e genotipicad@mpacser observados na Tabela 5.

Tabela 5 - Numeros absolutos de alelos e gendtipos observadesperados e suas respectivas

frequéncias (alélicas e genotipicas) identificadesregides 677 e 1298 do gdiEHFR,nos grupos
de casos e controldo presente estudo.

CZSOOS Controle
Polimorfismo Frequéncia N°observado  Frequéncia
observado
(esperado)
(esperado)
MTHFRC677T
C 219 0,6557 172 0,6667
T 115 0,3443 86 0,3333
Total de alelos 334 258
CcC 73 (71,6847) 0,4371 57 (57,2218) 0,4419
CT 73 (75,6306) 0,4371 58 (57,5564) 0,4496
TT 21 (19,6847) 0,1258 14 (14,2218) 0,1085
Total de 167 129
individuos
MTHFRA1298C
A 157 0,6767 141 0,5640
C 75 0,3233 109 0,4360
Total de alelos 232 250
AA 61 (53,0130) 0,5259 44 (39,6386) 0,3520
AC 35 (50,9740) 0,3017 53 (61,7229) 0,4240
CcC 20 (12,0130) 0,1724 28 (23,6385) 0,2240
Total de 116 125
individuos

Fonte: elaborado pelo autor

5.1.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg nas Regifes 67& 1298 do gen®MTHFR

As distribuicbes das frequéncias genotipicas é&akpara a regido C677T do gene
MTHFR encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (Teabg tanto no grupo de Casos
como no de Controle. Para a regidao A1298C do gegrjpo controle encontra-se em EHW,

mas o grupo de casos ficou fora do equilibpie 0,05).
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Tabela 6 —Valores dep em relacdo ao Equilibrio de Hardy-Weinberg nagi®&s 677 e 1298 do

geneMTHFR,no presente estudo.

Locus Valor de p
Casos Controle
C677T 0,7337 1,0000
A1298C 0,0013* 0,1410

Fonte: elaborado pelo autor. Em destatjualor dep < 0,05, mostrando locusfora do Equilibrio de
Hardy-Weinberg.

As homozigosidade e heterozigosidade observadaperaglas de ambos (oxi
seguem na Tabela 7.

Tabela 7 -Homozigosidade e heterosigosidade observadas edapgara os polimorfismos 677 e
1298 do gen®MTHFR para os grupos de Caso e Controle do presentdoestu

Homozigosidade Heterozigosidade
Caso Controle Caso Controle
Obs. Esp. Obs. Esp. Obs. Esp. Obs. Esp.
Ccer7T 94 91,3694 71 71,4436 73 75,6306 58 57,5564
A1298C 81 65,0260 58 57,5564 35 50,9740 53 61,7229

Fonte: o autor.

5.2 ANALISE DO POLIMORFISMOMTHFRC677T NO ESTUDO CASO-CONTROLE

No estudo do polimorfismBpITHFR C677T, foram genotipados 167 pacientes e 129
controles. Nao foi encontrada nenhuma associagé® exsos e controles quando calculado
0s odds-ratio considerando cada alelo e cada genétipo como fagorisco para o
desenvolvimento de LES (Tabela 8).
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Tabela 8 -Odds ratio (ORYe casos e controles para alelos e geno6tiptecdsMTHFR C677T no
presente estudo.

OR IC 95% p
Alelos

C 0,952 0,665 - 1,362 0,848
T 1,050 0,734 - 1,503 0,848

Gendtipos
CCvsCT 1,018 0,606 - 1,709 1,000
CCvsTT 0,854 0,373 -1,944 0,829
CTvsCC 0,983 0,585 - 1,650 1,000
CTvsTT 0,839 0,367 - 1,909 0,794
TTvs CT 1,192 0,524 - 2,726 0,794
TTvs CC 1,171 0,514 - 2,682 0,829
CCvs (CT+TT) 0,981 0,601 - 1,601 1,000
CTvs (CC+TT) 0,951 0,583 - 1,550 0,924
TT vs (CC +CT) 1,182 0,546 - 2,575 0,784
(CC+TT)vsCT 1,052 0,645 - 1,715 0,924
(CC+CT)vsTT 0,846 0,388 - 1,832 0,784
(CT+TT)vs CC 1,019 0,625 - 1,663 1,000

Fonte: elaborado pelo autor.

5.3 ANALISE DO POLIMORFISMOMTHFR A1298C NO ESTUDO CASO-CONTROLE

No estudo do polimorfismMTHFR A1298C, foram genotipados 116 pacientes e
125 controles.

O odds-ratio para essa regido génica apresenta uma associag@ocaenos e
controles. Considerando cada alelo separadamealelpoA se mostrou um fator de risco e o
alelo C um fator de protecéo para o desenvolviméatdoenca (Tabela 9).

Avaliando os resultados obtidos entre as compasag@motipicas, € possivel
observar que o genotipo AA em relacdo aos outmodtgms observados apreseaothls-ratio
com valores proximos a 2,000, no sentido de aumentésco para a doenca, de forma
estatisticamente significativgp € 0,05). Entretanto, os genoétipos AC e CC atuamocom

fatores de protecdo para a doerggd6-ratioabaixo de 0,500, com valor gesignificativo).

Tabela 9 -Odds ratiode casos e controles para alelos e genoétiptecdsMTHFR 1298.

OR IC 95% p
Alelos
A 1,618 1,097 - 2,388 0,014~
C 0,618 0,419 - 0,912 0,014~
Genotipos
AAvs AC 2,099 1,133 - 3,899 0,017*
AAvs CC 1,941 0,919 - 4,117 0,086

AC vs AA 0,476 0,256 - 0,882 0,017*
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AC vs CC 0,660 0,291 - 1,498 0,373
CCvs AC 1,082 0,497 - 2,350 0,975
CCvs AA 0,515 0,243 - 1,089 0,086

AA vs (AC + CC) 2,042 1,178 - 3,543 0,010*

AC vs (AA + CC) 0,587 0,333 - 1,034 0,066

CC vs (AA + AC) 0,722 0,363 - 1,432 0,401

(AA + CC) vs AC 1,704 0,967 - 3,005 0,066

(AA + AC) vs CC 1,386 0,698 - 2,758 0,401

(AC + CC) vs AA 0,490 0,282 - 0,849 0,010*

Fonte: elaborado pelo autor. *valores significativo<0,05

5.4 ANALISE DO POLIMORFISMO E RELACAO COM MANIFESTBOES CLINICAS

Foram feitas as analises de associggéils-rati para todas as manifestacoes
clinicas listadas na Tabela 4. Porém, as duas esaa{fdes que apresentaram associacao
foram fotossensibilidadee Ulcera oral para A1298C (Tabela 10). Os dados completos
encontram-se no APENDICE C.

Tabela 10 - \alores deéddds ratio(OR), intervalo de confianca (IC 95%) e valorglestimados
entre a presenc¢a dos polimorfismos para alelos @6/ C e A1298C do genMTHFR, e as
manifestacdes clinicas de fotossensibilidadellcera ordl, quando comparados o grupo de casos

(+) (pacientes que apresentam a manifestacdo ajlieico grupo controle (-) (pacientes que nao
apresentam a manifestacao clinica).

OR IC 95% p
Fotossensibilidade

MTHFR C677T
Alelos
C 0,733 0,426 — 1,259 0,287
T 1,364 0,794 - 2,347 0,287
MTHFR A1298C
A 1,947 1,026 — 3,701 0,041*
C 0,513 0,270 - 0,975 0,041*
Ulcera Oral
MTHFR C677T
Alelos
C 1,200 0,716 — 2,013 0,541
T 0,833 0,497 — 1,396 0,541
MTHFR A1298C
A 0,514 0,283 - 0,932 0,027*
C 1,944 1,073 — 3,528 0,027*

(*) Manifestacdes clinicas que apresentaram raefgtaignificativos. Fonte: elaborado pelo autor.

E possivel observar que na manifestacaiotssensibilidadeo alelo A do A1298C
esta atuando como fator de risco (OR: 1,947 e p¥0¢do alelo C como fator de protegéo

(OR: 0,513 e p<0,05) para o desenvolvimento daestersa para LES.
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Na manifestacdo de Ulcera Oral, o alelo A mostetasor protetivo (OR: 0,514) e
o0 alelo C como fator de risco (OR: 1,944) parantosna (manifestagao).
A analise de associacdo completa (alelos e gersytiimbocusMTHFRA1298C com
as manifestacdes clinicas de fotossensibilidadeezaloral encontram-se nas Tabelas 11 e

12, respectivamente.

Tabela 11 -Odds ratiopara fotossensibilidade para alelos e genétipdsalsMTHFR A1298C.

OR IC 95% p
Fotossensibilidade

Alelos
A 1,947 1,026 - 3,701 0,041*
C 0,513 0,270 - 0,975 0,041~
Genotipos
AAvs AC 2,438 0,872 - 6,883 0,096
AAvs CC 2,600 0,728 - 9,377 0,168
AC vs AA 0,410 0,145 - 1,147 0,096
ACvs CC 1,067 0,291 - 3,896 1,000
CCvs AC 0,938 0,257 - 3,431 1,000
CCyvs AA 0,385 0,107 - 1,374 0,168
AAvs (AC + CC) 2,492 0,990 - 6,342 0,052
AC vs (AA + CC) 0,544 0,214 - 1,381 0,232
CCvs (AA+AC) 0,572 0,181 -1,813 0,429
(AA+CC)vs AC 1,838 0,724 - 4,676 0,232
(AA+AC)vs CC 1,748 0,552 - 5,513 0,429
(AC + CC) vs AA 0,401 0,158 - 1,010 0,052

Fonte: elaborado pelo autor.

E possivel observar que o gendtipo AA apresenta difiegenca no sentido da
predisposicao ao sintoma possuindo OR acima d®2€@smo n&o sendo significativo e os
gendtipos AC e CC, especialmente esse ultimo, possauma tendéncia a serem genotipos
protetivos.
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Tabela 12 -Odds ratiopara Ulcera oral para alelos e genotipopdosMTHFR A1298C.

OR IC 95% p
Ulcera Oral
Alelos
A 0,514 0,283 — 0,932 0,027*
C 1,944 1,073 - 3,528 0,027+
Gendtipos
AAvs AC 1,237 0,461 - 3,340 0,812
AAvs CC 0,411 0,118 - 1,399 0,184
AC vs AA 0,809 0,299 - 2,172 0,812
AC vs CC 0,332 0,086 - 1,246 0,115
CCvs AC 3,012 0,803 - 11,640 0,115
CCvs AA 2,346 0,715 - 8,484 0,184
AA vs (AC + CC) 0,842 0,357 - 1,979 0,815
AC vs (AA + CC) 0,640 0,252 - 1,609 0,406
CCvs (AA +AC) 2,652 0,840 - 8,551 0,107
(AA+CC)vs AC 1,564 0,622 - 3,969 0,406
(AA+AC)vs CC 0,377 0,117 -1,190 0,107
(AC + CC) vs AA 1,188 0,505 - 2,799 0,815

Fonte: elaborado pelo autor. *valores significagive<0,05

Com relacéo a andlise de associagdo genotipica simoma de Ulcera oral, ndo foi

apresentado nenhuma associacdo genotipica, apkétiea ¢ = 0,027). Porém, ha uma

tendéncia para AA ser fator de protecao (OR <®®)yendtipo CC ser fator de risco (OR >

2,300).

As amostras foram todas retiradas de pacientestdal& de Santa Catarina (sul do

Brasil) tratando-se de uma populacdo de origemopne@thntemente europeia-caucasiana

(65%) (Tabela 13).

Tabela 13 —Percentual relativo a etnia amostral dos pacierdesLES do Estado de Santa Catarina

Etnia Média
Europeia 65%
Africana 14%

Ni 12%
Outras 5%

Indigena (Amerindia)

4%

Fonte: elaborado pelo autor
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6 DISCUSSAO

LUpus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doencarautee multissistémica, com
uma diversa expressado fenotipica nos pacientes.n®®ndimento da etiologia e o
desencadeamento das doencas autoimunes em garatelprmente LES ainda permanecem
limitadas (MILLER et al., 2012).

As extensas pesquisas dos ultimos anos demonstidiversosloci de risco ao
desenvolvimento de LES, através de Estudos de rgsmc Gendmica Ampla (GWAS -
Genome-wide association studies casos-controle. Esses estudos apontaram pasa du
grandes conclusdes: Primeira, a maioria das agé@sa5WAS se enquadra em regides néo
codificadoras, sugerindo um possivel efeito reguilatdas variantes na patologia da doenca.
Segundo, 0s genes leci associados parecem explicar apenas uma pequegén foa
herdabilidade geral da doenga, enquanto a mai@imgnece inexplicada. Com isso, as
modificacdes epigenéticas foram propostas paracaxglarte dessa "herdabilidade ausente”,
sendo entdo uma camada adicional de regulacdo gen@podendo servir como um elo
dinamico entre genotipo, fenétipo e ambiente (TERUELARCON-RIQUELME, 2016).

Nos pacientes com LES, o que se sabe é que aacébad leucocitos mononucleares,
incluindo mondécitos/macrofagos, as células Niatgral killers, os linfécitos B e os
linfécitos T exibem varias alteracdes. Com issarica producdo de citocinas anormais,
diminuicdo da funcéo citotoxica e aumento da rdspbamoral. Evidéncias mostram que
variacfes nas regides de DNA ndo codificantes aegeelacionados a resposta imune
parecem contribuir para a fun¢cdo anormal dos litdécT (DAYAL; KAMMER, 1996).
Estudos comprovam que uma super expressdo anosmakatinas, no qual ocorre um
aumento de autoanticorpos, esta relacionada a aira metilacdo em regides regulatorias
do DNA em células T (Quadro 2). Portanto, as vaeagenéticas nas enzimas da via folato
/ homocisteina, que fornecem grupo doador de medila esta adicdo ao DNA, podem estar
relacionadas astatusde metilagdo na regido reguladora de genes neSiséas.



46

Quadro 2 —Relacao de artigos relacionando a baixa metilagddMA em regides regulatdrias em
células T.

Referéncia Titulo do artigo

Evidence for impaired T cell DNA methylation in teysic
(RICHARDSON et al., 1990) _ N
lupus erythematosus and rheumatoid arthritis

(WILSON; MAKAR; PEREZ _ _ _ )
Epigenetic Regulation of T Cell Fate and Function
MELGOSA, 2002)

DNA Methylation Is a Nonredundant Repressor of The
(MAKAR; WILSON, 2004)
Effector Program

Impaired DNA methylation and its mechanisms in CD4+

cells of systemic lupus erythematosus

Genome-wide assessment of differential DNA metbglat
associated with autoantibody production in systefojus

erythematosus

A MTHFR atua como a principal enzima no metabolista@cido folico em reacdes
de catalise necesséarias a remetilacdo da homoeisegh metionina. Esta Ultima, uma
importante percursora da que desempenha o papklrhental de grupo doador de metil nas

reacoes de metilacdo (SALIMI et al., 2017a).

6.1 CARACTERIZACAO EPIDEMIOLOGICA

Uma das caracteristicas de LES é apresentar up@stasmune dirigida a antigenos
nucleares (MANSON; RAHMAN, 2006b), que tornam o DNA&nsivel a degradacéao e
também por diversos manuseios, muitas amostrasadoobde dados do LAPOGE-UFSC
apresentaram um DNA degradado, o que se mostroa aamdesafio na amplificagéo pelo
método da PCR-RFLP. Outra dificuldade foi na camzacido dos gendtipos da regido
A1298C. Apos a digestédo pela enziMBOIl e a posterior utilizagdo do corarBelRed®
para identificagdo dos fragmentos na corrida decéteese, os fragmentos apresentaram-se

pouco visiveis o que dificultou a leitura do gepote muitas vezes sem nenhuma visualiza¢ao
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em percentagem isso significou uma perda de 32,084 os casos e 20,39% para os
controles. Porém para a regido C677T as perdas foean menores.

Quanto ao sexo, as amostras mostraram uma preial@aanulheres, e em sua
maioria em idade reprodutiva (17-40 anos), comn@®viduos representando 61% do total.
As amostras se mostraram numa tendéncia de sedistriauicdo normal, com excec¢ao das
idades entre 27-31 anos que tiveram uma frequanogstral menor, com apenas 9 casos. A
razao entre homens e mulheres no grupo de Casts opara 157 (1:26), ou seja, para cada
paciente do sexo masculino, havia vinte e seieptes do sexo feminino. Esses dados
corroboram com a literatura sobre LES, que mostrageevaléncias mais altas em mulheres
em idade reprodutiva (20-40 anos) (MARGERY-MUIRakt 2017).

6.2 ANALISE DE ASSOCIACAO PARA LES

6.2.1MTHFR 677

A regido C677T estava em EHW e as frequénciascatle genotipicas nao
mostraram diferencas significativas entre CasosrdrGles. Apenas uma leve tendéncia nos
resultados dedds-ratiodo alelo C ser protetivo e do alelo T ser de rigmpém sem ter
significancia estatisticap(> 0,700). Diversos estudos apontam para uma reldeste
polimorfismo tanto para doencas (especialmenteg®ecoronarianas e isquémicas), quanto
para altos niveis de homocisteina (GORACY et 8092 KIM et al., 2013; KUMAR et al.,
2016; SOMARAJAN et al., 2011; VIJAYAN et al., 2016)

6.2 MTHFR 1298

O primeiro trabalho identificando o polimorfismo 2d8C e mostrando a reducao da
atividade enzimatica e o nucleotideo Adenina (Aneo sendo o alelo mais comum (muito
embora o primeiro sequenciamento do g&iEHFR humano carregasse o nucleotideo
Citosina) foi de WEISBERG et al. (1998). Em 200h@smo autor sugere que o metabolismo
da homocisteina néo é suficientemente alteradogmimorfismo isolado déocus1298, ao
contrario do 677 (WEISBERG et al., 2001).
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Na regido A1298C este estudo apontou para um déibeiquna distribuicdo
genotipica segundo EHW, para o grupo de Cgse9)(0013), para o qual um maior nimero
de ambos os homozigotos e menor niumero de hetetogifpi observado em relacdo ao
esperado nas proporcoes totais de AA: 61 (53,03D),35 (50,9740) e CC: 20 (12,0130).
Os Controles se encontram em EHW.

Nos resultadopara essa mutacdo (A1298C), € possivel observgrapientes com
o alelo A possuem 1,618 mais chances de desenvaldeenca. Enquanto que o alelo C
mostra-se como protetivo para o grupo caso, esée s apresentou com uma frequéncia
31% menor nesse grupo (Tabela 10). Casos que possgendtipo AA possuem 2 vezes
mais chances de desenvolver LES e Casos com o @lelm seu gendtipo (AC ou CC)
possuem a metade das chances paragst®(02, Tabela 10).

SALIMI et al., (2017b), demonstram com resultadostrarios ao presente estudo,
gue apontam para uma maior frequéncia alélica @, cmmo os gendtipos AC e CC como
sendo gendtipos de risco, em pacientes com Lugtentatoso Sistémico, numa populacéo
no sudoeste do Ira.

O; ELGERBY e NASSAR (2018) analisaram o impactddd@98C em pacientes de
Artrite Reumatoide e o uso do Metotrexato, condainque existe uma associagcéo
estatisticamente significativa entre GendtipdtietHFRA1298C e resposta ao farmaco MTX
(p = 0,047); 50% do pacientes com gendétipo AA apresam boa resposta clinica,
comparado a 25% e 00% com gendtipo AC e CC, respeetnte.

KANG et al., (2014) realizaram uma meta-analise gopulacdes asiaticas e
europeias para este polimorfismo em Acidente VascGerebral (AVC) isquémico. Os
resultados demonstram que o alelo C é um fatoisde para a doenca. Entretanto, n&o foi
encontrada nenhuma associagcao entre o genotipo8&18% risco de AVC isquémico na
populacao europeia em nenhum modelo de heranca.

Neste estudo, algumas limitacbes estiveram presecaeno a dificuldade de
genotipagem da regiddTHFR 1298, especialmente na etapa de eletroforese ajigesido
pela enzima, acarretando perda significativa darkeidas amostras podendo interferir nos

resultados sendo o tamanho da amostra relativameqtesno.
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7 CONCLUSOES

O presente estudo investigou a associacdo de SNgemMTHFR (C677T e

A1298C) a genadtipos de risco e de protecdo paeserdolvimento da doenca LES, através

de um estudo caso-controle na populacdo de Satdar@a Brasil, tendo-se observado que:

O processo de genotipagem através da técnica deRFCR no LAPOGE foi
atualizado e otimizado para este trabalho. Oué@sdas como a de sequenciamento
da regido do DNA e tetra-primer ARMS podem trazeraumaior efetividade dos
resultados para estes polimorfismos, especialnpamgeo 1298, podendo também ser
utilizadas.

Na verificagdo dos gendtipos dos SNP das duas gessigolimorficas (C677T e
A1298C), obteve-se uma leitura dos gendtipos d&396 (casos) e 82,16% (controles)
paraMTHFR677 e 67,05% (casos) e 79,61% (controles) MATEHIFR 1298.

Os dados foram analisados para o EHW, o qual mosim desequilibrio para
MTHFRA1298C p =0,0013) no grupo de Casos.

Os dados também foram avaliados para a associagéams diferentes alelos das duas
regioes do gene e seus genodtipos e o desenvolhdrdertES, através da Razao das
Possibilidades (ddds ratig, sendo que paraMTHFR C677T ndo apresentou
associagdo. Enquanto que pefaHFR A1298C, o gendtipo AA apresentou 2 vezes
mais chances de desenvolver LS 0,02).

Foi avaliado associacdo dos polimorfismos do geme elacdo as manifestacbes
clinicas presentes ou ndo em pacientes com LE&atda#Odds ratiqg sendo que para
a regido 1298 houve associacdo com Fotossensdslidamde o alelo A se mostrou
associado como fator de risco, e o alelo C comar fd¢ protecdop&E 0,04). Em
relacdo a Ulcera Oral, o alelo C se apresentow@sincomo fator de risco e o alelo
A como fator de protecap € 0,03).
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A

APENDICE A — Genotipagem Total Casos

Casos

Etnia

Sexo

Idade
49

EURO
EURO

19

EURO
EURO
AFRO
EURO

49
25
48

21

EURO
EURO

38

32
44
40

Ni
EURO
EURO

50

EURO
EURO+AFRO

23

25

53
44

EURO
EURO
EURO

19

EURO
EURO
EURO

46

27
46

Ni
EURO

35
31

EURO
EURO
EURO

46
48

23

EURO
EURO

35
36

EURO

42

AFRO
EURO
EURO

36

39
49

EURO
EURO

52
39

EURO
AFRO
EURO
AFRO

26
67
53
41

EURO

37

AFRO

34

2

1298 1

CcC
AC

C

?
AA

AA

AA

A A

?
?
AA
AA

AA

A
A
A

A

A

CC

?
?

AA

AA

A
A

A

?

?
?

CC

AA

A A

AA

AA

?
?

?
?

AA

A A

?

AA

A A

CC

?
CC

?

?
AA

A

2

1

677

amostra

CC CC

1
2
3
4
5
6
7
8
9

CC CC

CT CT
CT CT
CT CT
CT CT
CT CT
CT CT
CC CC

CC CC

11
12
13
14
15
16
17
19
20
21

CC CC

CC CC

CT CT
CT CT
CT CT

CC CC

CC CC

T T T

CT CT

23

24
26
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31

CC CC

CT CT
T T T

32

CT CT
CC CC

33

34
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CC CC

T T T

36

CC CC

37

CT CT

CC CC

38

39

CT CT

CC CC

40

41

CC CC

42

CC CC

43

CC CC

44
45

T T T

46

CC CC

47
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EURO
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C
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?

?
?
?
?
?
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?
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?
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?
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?

C

?
?
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?
AC
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?
?
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?
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C
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?
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?
?
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?
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A
C

A
A

A
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?
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49
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T T T
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55
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T T T
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61
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CC CC
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76
77
78
79
80

CC CC

T T T

CC CC

CC CC

CC CC

CT CT

T T T

81

CT CT
CT CT
CT CT
CT CT

cCC CC

82

84
85

86

87

CC CC

88

CT CT

CC CC

89

90
91
92
93

CC CC

CC CC

cCC CC

CT CT
CT CT

94
CC C C

95
96
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EURO
AFRO

41

41

EURO

EURO
AFRO
EURO
EURO
AFRO
EURO
EURO
EURO
EURO

27

32
29
32

18
46

34
30
56

23

EURO
EURO
EURO
EURO
AFRO
EURO
EURO

EURO+AFRO

31

61

53
39
57

15
61

53
55
34
41

EURO
EURO

N
EURO

37

N
EURO

23
38

EURO
EURO+AFRO

51
20

EURO+AFRO
EURO+AFRO

31
37

AFRO
EURO
EURO

49

60
49

EURO
AFRO
EURO

EURO+AFRO

34
45

15
31

EURO
EURO+AFRO

24
44
55
42

N
EURO+AFRO

EURO+AFRO

45

EURO
EURO

40

38

Ni

36

Ni

38

?
?

AC

AC

AC

AA
AC

AA
AA

AC

A A

C

CcC
AC

AC

AC

A A

AA

AA

AA

A A

AC

AC

AC

A A

AA

AC

A A

AA

AC

?
AC

?
AA

AA

A A

AC

A A

AA

C
A

CC

AA

A

AC

A A

AA

AA
AA
AA
AA

AC

A A

A A

AC

A

AA

AC

?

CT CT
CT CT

97
98

101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
113
115
116
118
119
120
121
122
123
126
127
128
129
130
131
132
133

CC CC

CC CC

CC CC

CT CT
CT CT
CT CT
CT CT

CC CC

CT CT
CT CT
CT CT
CT CT
CT CT
CT CT
CC CC

CC CC

CT CT
CT CT
CT CT

CC CC

CC CC

CC CC

CT CT
CT CT
CT CT
CT CT
CC CC

134
135
136
137
138
140
141
142
143

CT CT
CT CT
CT CT
CC CC

CC CC

T T 7T
CT CT
CT CT
CT CT
CT CT

CC CC

144
145
146
147
148
149
150
151

CT CT

CC CC

CT CT

CC CC
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Ni

32

Ni

68

37
23
63
23
36

Ni
AFRO
EURO

INDIGENA

EURO
AFRO
EURO

37

19

EURO
Ni

40
40

EURO
EURO+AFRO

33
40

EURO+AFRO

54

EURO
EURO+AFRO

40
53

32

EURO
EURO
EURO+AFRO

21

39

EURO
EURO+AFRO
EURO+AFRO

25
42

36

EURO
EURO
EURO

38
12

49

27

33

54
42

27

43
42

46
28
40

28
21

32
46

40

56

A C

AC

CcC
CcC

AA

C
A

A
A

A

AA

AC

C
A
A
A

A
A

AA
AA

A

AA
CcC

AA

A A

CcC

AA

A A

C

AC

C

CcC
AA

A A

AA
AC

AA

A A

AC

AA

A
A

A

A

AA

?
AC

C
A

A

AA

CC

?
?

AC

C

?
CcC

AA

C
A

A

C
A
A

CcC
AC

AA

C
A

CcC

AA

A A

?
AC

C
A
A

A
A

AA

A

AA

CT CT

CC CC

152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183

CC CC

CC CC

T T T

CC CC

CT CT

CC CC

T T T

CC CC

CT CT

CC CC

cCC CC

CC CC

cCC CC

CT CT

T T T

T T T

CT CT

T T T

cCC CC

T T T

T T T

CC CC

CC CC

CC CC

T T T

T T T

CC CC

CC CC

CC CC

CC CC

184
185
186
187
188
189
190
191
193

cCC CC

CT CT

cCC CC

CC CC

T T T

CT CT
CT CT

CC CC

T T T

194
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APENDICE B — Genotipagem Total Controles

Controle

Etnia
EURO
EURO
EURO
EURO
EURO
AFRO

Sexo

Idade

1208 1 2

?
AC

31
43

20
43

AC

AA

A A

22
56

A
A

AC

AA

A

AFRO
EURO
AFRO
EURO
EURO

26
54
49

?

42

A
A

A
A

AA

AA

72

EURO
AFRO

50
64
52

?
?

EURO

EURO

EURO
EURO
EURO
EURO
EURO
EURO

53

53
37

AC

42

45

AC

45

AC

26

AC

AFRO

66

CC

EURO

EURO

EURO
EURO
EURO

57

60
55

52

AC

48

AC

EURO
EURO

43
25

AC

AFRO
AFRO
EURO

36
47

CcC
AC

A
A

51

A

AA

EURO
EURO
EURO
EURO

44
56

CcC
AC

66
56

A
A

A
A

AA

AA

EURO
EURO
AFRO

59
55
56

CcC
AC

A

2

1

677

amostra

CT CT

12
21

CT CT

CT CT

24
29
32

CC CC

CC CC

CT CT

39

CT CT

40

58

62

CT CT

71

T T T

75
97

CC CC

101
102
120
121
122
123

CC CC

T T T

CT CT

124
125
129
131
135
139
143

CT CT

CT CT

CT CT

CT CT

144
145
146
147
148
151
156
161
165
167
175
177
180
182

CT CT

CT CT

CC CC

CC CC

CT CT

CT CT

CT CT

T T T

CC CC

CT CT

CC CC
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EURO
EURO

48

A A

AA

42

A C

EURO
EURO
EURO

56
21

C
C

C
C

23

EURO
EURO
EURO
EURO

22
22
28
60

C
C
C

A
A
A

EURO
EURO, AFRO,

41

?

AA

INDIGENA
EURO

24
34

A A
A C

EURO

EURO
Ni
Ni

24
52

CcC

C
C
A

C
A
A

32

AC

22

Ni

47

A C

AC

Ni

52

AC

EURO
EURO

42

CcC
AC

32

A C

EURO
EURO
EURO

31
42

A
A

A
A

AA
AA

50

AFRO
AFRO

40

46

c C

EURO
INDIGENA

45
47

?

AA
AA
AA

A
A
A

A
A
A

EURO
AFRO

43

35

EURO

EURO
EURO
EURO
EURO
EURO
AFRO
EURO
EURO
EURO
EURO

38
30
44
47

C
C

A
A

C
A

A
A

AA
AA

AC

47

38
36

C
A

A
A

AA

AC

51

C
C
C

A

A
A
A

A

45

49

47

AA

EURO
EURO

52
24

?

AA

A A

EURO
EURO

C 47
C

C
C

46

EURO

48

?

T T 7T

183
184
197
200
201
203
205
206
213
217

CC C C| AC

CC C C| cC

CC C C| ccC

CC C C| AC
CC C C| AC
CC C C| AC

T T 7T

CT C T
CC C C| AC
CT C T
CC C C| cC

221
222
223
226
228
233
236
239
243
244
245
247

CT C T
CC C C| AA

CT C T

T T 7T

CT C T

CT C T

CT C T

T T 7T

249
251
252
254
255
257
259
260
261
263
267
268
270
275

CC C C| ccC
cC C C

CT C T

T T 7T

CtT C T

CC C C| ccC

CC C C| AC

T T 7T

CT C T

CtT C T

T T 7T

CT C T
CC C C| AC

CC C C| AC

276
283
285
288
292
295

CT C T
cC C C

CT C T
CC C C| ccC

296
300
306

CC C C| cC
CC C C
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AFRO
INDIGENA

36

A A

AA

29
48

A

AC

EURO

AFRO

EURO
EURO,INDIGENA

AC

43

A
A
A

A
A
A

25
33

AA

EURO
EURO

29
48

AC

AC

EURO
EURO

23
32

CC
AC

AFRO
AFRO

21
23

?
AC

A

EURO

17
17

CC
AC

Ni

A

Ni

21

?

?
AC
AA

Ni
Ni
EURO
INDIGENA

43
17

a7

33
20
18

CC
AA

AA

EURO
AFRO

A A

EURO
EURO

31
53

?
AC

Ni
EURO

66

AC

A A

AA

Ni
EURO

20
45

CcC
AC

EURO
AFRO
EURO

21
51

CC

15

A

AC

EURO
AFRO

50
45

?

EURO
EURO
EURO
EURO

45
27

42

A A

AA

47

AC

EURO, INDIGENA

20
21

CcC
AA

EURO
EURO

59

AC

EURO

EURO
EURO

23
52

A
A

A
A

AA

AA

60

EURO
Ni
Ni

26
27
44
36

CC

AA

A
A

A
A

N

CC CC

308
311
312
313
316
318
321

CC CC

CT CT

CC C C| AA

CT CT

CC C C| AA

CC CC

CT CT

324
325
328
335
342
343
346
348
352
353
357
365
367
370
372
373
377
378
380
381
383

CT CT

CT CT

CT CT

CC CC

CC CC

CC CC

CC CC

CC CC

T T T

CT CT

CC CC

CT CT

CC CC

CT CT

CT CT

CT CT

CC CC

CC CC

CT CT

CC CC

384
386
388
389
391
392
393

CC CC

CT CT

CC CC

T T T

394
397
398
402
408
411
413
415
422
427
428

CT CT

CT CT

CT CT

CT CT

T T T

CC CC

CT CT

CC C C| AA
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434
435
436
437
439
441
446
450
452
453
459
460
463
PSC0039
PSC0071
PSC0090
PSC0139
PSC2013
PSC2075
PSC2092
PSC2097
PSC2106
PSC2121
PSC6050
PSC6161
PSC6184
PSC7021

TT
CcC
CT
CT
CT
CcC
CT
CT
CcC
CcC
CcC
CcC
CT

CC

CT

CT

CcC

CC

CcC
CcC

CT

OVV900000 VOV VYV VYVOOOOOOOOO0OO0O O

40w 000004 o4 00w 00004A40444 0 -

CcC

223

> ° 0O >O0>>>>>>>>>>

AC

AC
AC
AC

AC
CcC
AC

@)
@]

AC

CC

AC

PR g ; 8

)

OO0 0002>0>»>»0 (0

D 0O

w
~

18
51
21
32
49
24
29
48
21
56
37
23
35
35
25
35
25
35
35
35
25
25
25
35
35
25

MMM T TN ag

Ni
Ni
Ni
Ni
Ni
EURO
EURO
EURO
EURO
AFRO
EURO
INDIGENA
EURO
EURO
EURO
AFRO
EURO
AFRO
EURO
EURO
AFRO
AFRO
AFRO
AFRO
EURO
EURO
AFRO
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APENDICE C — Odds ratio dados clinicos

RESULTADOS CLINICOS

L/9 H4H1IN

86¢ZT d4HLIN

d4HLIN

Individuos

Alelos

Individuos

MTHFR

C
T

Total alelos
CC

CT
TT
Total individuos

A
C

Total alelos
AA

AC
CcC
Total individuos

MTHFR

C
T

Anemia Sem anemia
66 125
40 61
106 186
23 41
20 43
10 9
53 93
51 86
23 48
74 134
20 31
11 24

6 12
37 67

Eritema Malar

Sem Eritema Malar

107

55

84
46

odds
ratio
0,805

1,242

0,972
0,705
2,171

1,238
0,808

1,366
0,758
0,887

odds
ratio
1,065

0,939

0,475
0,732

0,465
0,334
0,744

0,647
0,421

0,566
0,292
0,265

0,637
0,562

1,366
2,106

2,029
1,483
6,364

2,374
1,545

3,309
1,951
2,889

1,780
1,589

0,468
0,468

1,000
0,410
0,183

0,590
0,590

0,578
0,679
1,000

0,895
0,895
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86¢T d4HLIN

L9 d4H1N

d4HLIN
8671

Total alelos

Individuos cC

CT
TT

Total individuos
Alelos A

C
Total alelos

Individuos AA

AC
CC
Total individuos

MTHFR

Alelos C
T
Total alelos

Individuos cC

CT
TT

Total individuos
Alelos A

C
Total alelos

162
37

33
11

81
79

43

122
29

21
11
61

Fotossensibilidade

130
27

30
8

65
58

28

86
22

14
7
43

Sem fotossensibilidade

117
69

186
36

45
12

93
98

40
138

74
32

106
28

18
7

53
39

31
70

1,184
0,802
1,120

0,887
1,127

0,865
1,087
1,131

odds
ratio
0,733

1,364

0,564
1,823
0,974

1,947
0,513

0,581
0,393
0,384

0,474
0,604

0,368
0,439
0,360

0,426
0,794

0,269
0,857
0,326

1,026
0,270

2,415
1,635
3,301

1,657
2,110

2,033
2,704
3,622

1,259
2,347

1,179
3,899
2,968

3,701
0,975

0,739
0,625
1,000

0,799
0,799

0,870
1,000
1,000

0,287
0,287

0,139
0,129
1,000

0,041
0,041
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L/9 H4H1N

86¢T J4HLIN

d4HLIN

L/9

Individuos AA

AC
CcC
Total individuos

MTHFR

Alelos C
T
Total alelos

Individuos cC

CT
TT

Total individuos
Alelos A

C
Total alelos

Individuos AA

AC
CcC
Total individuos

MTHFR

Alelos C

39
20
10
69

Serosite

41
31

72
11

19
6

36
33

15

48
14

5
5
24

Ulcera oral

88

12
15
8
35

Sem serosite

150
70

220
53

44
13

110
104

56

160
37

30
13
80

Sem ulcera e oral

103

2,492
0,544
0,572

odds
ratio
0,617

1,620

0,473
1,676
1,492

1,185
0,844

1,627
0,439
1,356

odds
ratio
1,200

0,990
0,214
0,181

0,345
0,905

0,196
0,736
0,458

0,564
0,399

0,590
0,128
0,366

0,716

6,342
1,381
1,813

1,105
2,898

1,127
3,828
4,711

2,508
1,773

4,526
1,424
4,818

2,013

0,052
0,232
0,429

0,110
0,110

0,097
0,251
0,641

0,759
0,759

0,420
0,205
0,832

0,541
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86¢ZT d4HLIN

L9 d4H1N

dH1N
86T d

T
Total alelos

Individuos cC

CT
TT

Total individuos
Alelos A

C
Total alelos

Individuos AA

AC
CC
Total individuos

MTHFR

Alelos C
T
Total alelos

Individuos cC

CT
TT

Total individuos
Alelos A

C

42

130
33

22
10

65
52

44

96
20

12
11
43

Artrite

143
75

218
49

45
15

109
108

56

59

162
31

41
9

81
85

37

122
31

23
7
61

Sem artrite

48
26

74
15

18
4

37
29

15

0,833

1,663
0,499
1,455

0,514
1,944

0,587
0,640
2,652

odds
ratio
1,033

0,968

1,198
0,742
1,316

0,998
1,002

0,497

0,815
0,240
0,503

0,283
1,073

0,259
0,252
0,840

0,572
0,538

0,527
0,329
0,371

0,466
0,471

1,396

3,404
1,032
4,228

0,932
3,528

1,325
1,609
8,551

1,860
1,748

2,735
1,676
5,083

2,122
2,147

0,541

0,179
0,062
0,606

0,027
0,027

0,226
0,406
0,107

1,000
1,000

0,783
0,555
0,859

1,000
1,000
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L9 d4H1N

86¢ZT d4HLIN

1N
d4H

110

Total alelos

Individuos AA

AC
CC
Total individuos

MTHFR

Alelos C
T
Total alelos

Individuos cC

CT
TT

Total individuos
Alelos A

C
Total alelos

Individuos AA

AC
cC
Total individuos

MTHFR

164
40

28
14
82

Nefrite

77
43

120
24

29
7

60
56

30

86
21

14
8
43

Neurologico

44
11

7
4
22

Sem nefrite

114
58

172
40

34
12

86
81

41

122
30

21
10
61

Sem neurologico

0,952
1,111
0,926

odds
ratio
0,911

1,098

0,767
1,431
0,814

0,945
1,058

0,986
0,920
1,166

odds
ratio

0,337
0,368
0,242

0,543
0,653

0,372
0,697
0,268

0,507
0,568

0,420
0,370
0,373

2,693
3,430
3,811

1,530
1,843

1,577
2,941
2,419

1,761
1,971

2,318
2,278
3,620

1,000
1,000
1,000

0,804
0,804

0,541
0,376
0,878

0,966
0,966

1,000
1,000
1,000
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86¢ZT d4HLIN

Alelos C
T
Total alelos

Individuos cC

CT
TT

Total individuos
Alelos A

C
Total alelos

Individuos AA

AC
CC
Total individuos

63
23

86
22

19

43
45

23

68
17

11

34

128
78

206
42

44
17

103
92

48

140
34

24
12
70

1,669
0,599

1,522
1,062
0,247

1,021
0,980

1,059
0,917
1,036

0,927
0,331

0,701
0,487
0,037

0,530
0,507

0,431
0,350
0,307

3,020
1,079

3,301
2,311
1,194

1,971
1,886

2,603
2,383
3,394

0,091
0,091

0,332
1,000
0,094

1,000
1,000

1,000
1,000
1,000
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ANEXO A

Andlise de Polimorfismos Génicos em Pacientes comijs Eritematoso Sistémico

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

Estado Civil: ( )S ( )C ( )D ( )V Ocupacao;

Telefone: talde nascimento: /[
DATA: __ [/ LUP:

Médico:

Entrevistador:

DADOS Familiares:
NOME do pai:

Cidade onde nasceu: Psatis
DescendénciaMaterna Paterna
NOME da méae:

Cidade onde nasceu: Psaiis
DescendénciaMaterna Paterna

TEMPO de doenca diagnosticada:

Histéria Familiar; Lupus: ( )S ( )N Parentesco:
Outras D. Retim@ )S ( )N Parentesco:

Manifestacdes Iniciais:( ) Febre )(Alopécia
(Fénémeno de Raynaud (EntemaMalar
(EditemaDiscoide ( ) Fadiga
(Atrite () tessensibilidade
(Ulcera oral ou nasal () Serosite

(Disturbio Renal
(Distarbio Hematolégico
(Vasculite

( ) DistlmtNeurol6gico
() Hipertensaoexial
() Cagr Quais?

Evolugdo: Internacdes:( )S ( )N Quantas? Motivos?

Manifestac6es Associadag: )S ( )N Quais?

Sobreposi¢cao com alguma ( )Esclerodermia

outra doenca reumatolégica: ( )Sjogren
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( )Dermatomiosite
( )Sindrome do anticorpo fosfolipide&\F$
() Fibromialgia

( ) Outras Quais?

OBServacdesdiabetes? Depressao?

SINTomatologia RECente: ( ) Febre )(Alopécia
(dltimos 10 dias) ( ) Fenbmeno de Raynaud ) HritemaMalar
XEritemaDiscoide ( ) Fadiga
X Artrite | Fotossensibilidade
XUilcera oral ou nasal () Semsit
X Distarbio Renal () Digtio Neurologico

) Distdrbio Hematolégico ( ) Hipertens@iterial
X Vasculite (Outras. Quais?

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

Dose?  Frequéncia?
Azatioprina: ( )S ( )N Dose? _ Frequéncia?
Antimalarico: ( )S ( )N Qual?
Dose?  Frequéncia?
Mrtotrexato: ( )S ( )N Dose? Frequéncia?
Ciclosporina: ( )S ( )N Dose? Frequéncia?
Ciclosfosfamida:( )S ( )N Dose? _ Frequéncia?
AINE: ( )S ( )N Qual?
Dose? Frequéncia?
Analgésicos( )S ( )N Qual?
LYo Frequéncia?
Outros: ( )S ( )N Quais?
Dose? Frequéncia?
Idade da MENARCA: anos MENOPAUSA:( )S ( )Nldade:_ anos
GESTA: PARA:__ FASE do Ciclo Reprodutiva( )Menacme

( )Climatério
Tratamento HORMONAL Antes do Diagnéstico( )S ( )NQual? ( )AC ()Outro

Duracao: Parou ha quanto tempo
Tratamento MEDICAMENTOSO Antes do Diagnéstico:( )S ( )N
Quais ?

Historia de Uso de DROGASAlcool: ( )S ( )N Tipo?




Quando parou?

Qtde?

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

Se fumava, qual a duracdo?

Algum familiar ou amigo préximo € fumante?

Drogas llicitas: ( )S ( )N Qual?

Por quanto tempo?
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Frequéncia?

Avaliacao Global do Médico

SLEDAI

(Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Inde

Modificagdo SELENA

Nula

1 2 3

Leve Média Sev

* Favor marcar “X” para presenca, “0” (zero) para auséncia

Score SLEDAI

Marque se a descrigéo estiver presente no momantisith ou nos 10 dias anteriores.

Pes

Descritor

Definicado

8

Convulsado

Inicio recente. Excluir causa

metabdlica, infecciosa ou farmacoldgica.

Psicose

AlteracBes na habilidade

exercer atividades normais devido

de

disturbio severo na percepcéo da realidade.

Inclui alucinacbes, incoerénci

A

pensamento ilégico, comportamento

bizarro, desorganizado ou catatoni

Co,

conteddo pobre de pensamentos. Excluir

uremia e causas farmacologicas.

Sindrome

Cerebral Orgéanica

Funcdo mental alterada com

diminuicdo da orientacdo, memodria

DU
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outras funcdes inteligentes, com inig
abrupto e caracteristicas  clinic
flutuantes. Inclui reducdo da conscién
com capacidade reduzida de concentra
e incapacidade de manter-se atento
ambiente, mais pelo menos 2 d
seguintes: distarbio de percepcéo, f
incoerente, insénia ou sonoléncia diur
ou atividade psicomotora aumentada
diminuida. Excluir causas metabdlica

infecciosas ou farmacolégicas.

io
as
cia
céo
ao
0s

ala

ou

AS,

Disturbio Visual

Alteracdes retinianas ldpus..

Inclui corpos citdides, hemorragias

retinianas, hemorragia ou exsudato
cordide ou neurite Optica. Exclu
hipertenséo, infeccdo  ou  caus

farmacologicas.

na
ir

as

Nervo Craniano

Disturbio em

Inicio recente de neuropat
sensorial ou motora envolvendo nery

cranianos.

a

0s

Lupus

Cefaléia dd

Cefaléia severa e persisten
pode ser migranosa, mas deve ser I

responsiva a analgesia narcética.

le:

ao-

AVC

Inicio recente de AVC. Exclu

aterosclerose

Vasculite

Ulceracdo, gangrena, nody
moles nos dedos,infarto periungue
hemorragia em cunha, ou bidpsia

angiograma provando vasculite.

Avrtrite

Mais do que 2 articulacdes c(
dor e sinais de inflamacéo (i.e. eden

derrame artiuclar ou sensibilidade)

Miosite

Fraqueza ou dor muscu
proximais, associada com CPK/aldo
elevada ou mudancas no eletromiogra

ou biépsia mostrando miosite.

ar

as

ma

Urinarios

Cilindros

Cilindros de heméacias ou hem

granulares.

Hematuria

>5 hemacias/campo. Exc

calculo, infecgdo ou outra causa.

uir
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4 () Proteindria >0,5 g/24 h. Inicio recente [ou
aumento recente de mais que 0,5 g/24 h.

4 () Pidria >5 leucdcitos/campo. Excluyir
infeccéo.

2 () EritemaNovo Inicio recente ou recorréncia de
Eritemado tipo inflamatério.

2 () Alopécia Inicio recente ou recorréncialde
perda de cabelo anormal, em placas|ou
difusa.

2 () Ulceras en Inicio recente ou recorréncia de

Mucosas ulceracdes nasais ou orais.

2 () Pleurisia Dor toracica pleuritica cagm
atrito pleural ou derrame, ou espessamento
pleural.

2 () Pericardite Dor de origem pericardica |ou
pelo menos 1 dos seguintes: atrito, derrame
ou confirmacéo eletrocardiogréfica.

2 () Complemento Diminui¢cdo no CH50, C3 ou C#4

Baixo abaixo do limite inferior do laboratorio.
2 () Agregacdo de >25% por ensaio Farr or acima
DNA Aumentada da variacdo normal para o laboratério

1 () Febre >38°C. Excluir causps
infecciosas.

1 () Trombocitopenia <100.000 plaguetasfmm

1 () Leucopenia <3000 leucdcitos/frExcluir
causas farmacolégicas

Score Total (soma dos pesos)

Crise Leve ou Moderada ()

Severa( )

() Mudanca no SLEDAI >3 pontos

() Mudang¢aSidDAI >12 pontos

( ) Ulceras nasofaringeas
Pleurite

Pericrdite

Artrite

Febre (LES)

Lupus bolhoso, vasculite cuténea,

profunda, fotossensivel e discoide recente/pior

() SNC-LES recente ou pior
Vasculite (????)

Nefrite

Miosite

Pk<60.000

Hb<7% ou diminuicdo na HB>3%

Precisando de prednisona em dobro
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() Aumento na prednisona, mas r

para mais que 0,5 mg/kg/dia

do () Prednisona>0,5 mg/kg/dia

() Adicionado AINE ou Plaquenil

( ) Necessidadle Azatioprina

Metotrexato ou Hospitalizacdo pelo LES

() Aumento na PGA maior ou igual &

mas ndo maior que 2,5

1 () Aumento no PGA para mais de 2,
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ECLARECIDO PACIENTES COM
LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

Informacgdes aos participantes,

Este estudo tem como objetivo investigar aspeciosadde e genéticos de pacientes
gue desenvolveram lapus eritematoso sistémico #ates saudaveis. Para isto pedimos a
colaboracdo para doar 10 ml de sangue perifériom (anticoagulante EDTA) e para
responder um questionario que dura aproximadanwgnteze minutos. O questionario e a
coleta de material serdo feitos por pessoas quamfgzarte desta pesquisa e que séo
devidamente treinados para este fim.

Deixamos claro que a participacdo dos pacienteta messquisa € voluntaria e as
informacdes aqui coletadas, bem como dos resul@a®snalises genéticas serdo mantidos
sob sigilo e serdo utilizados somente pela equigenia que faz parte desta pesquisa. Caso o
paciente ndo queira mais participar da pesquiskerpaeaver sua amostra de DNA.

Toda a equipe agradece antecipadamente sua ca@aba@ae coloca a sua disposicao
para esclarecer quaisquer davidas que porventaraggm. Caso ndo queira mais fazer parte
da pesquisa, pode entrar em contato pelo telef#t8)e3{721-9804.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu declaro que concordo em participar da pesqusmética da autoimunidade” na
condicao de voluntario de acordo com os criténgmstos no termo de consentimento livre
e esclarecido:

Florianopolis, / /
Assinatura:
RG:
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ANEXO C

QUESTIONARIO INDIVIDUOS-GRUPO CONTROLE

Dados Pessoais Data: /
Nome:
Endereco:
Cidade:
Telefone Residencial:

Telefone Trabalho: Celular:
Idade: Sexo: ()M () F Dataakcimento:
Estado Civil: dgpBangue:

Profisséo: Aposentapl8irh  ( )N&o
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 Ratern
Etnia: ( ) Euro descendente ( ) Afescendente
() Asiatico descendente ( Mymsha descendente
Cordapele: ( )negra ( )mulata amparela ( ) branca
Observacdbes:

Dados Familiares:

Nome do pai:

Cidade onde nasceu:

Descendéncia do pai: Materna Paterna
Profissao:

Nome da mae:

Cidade onde nasceu:

Descendéncia da mée: Materna Paterna
Profissao: Possui Irmdosifn) ( ) Nao Quantos:
Possui filhos: ( ) Sim () Ndo Quantos:

Ingere BEBIDA ALCOOLICA? ( )Sim ( )N&o
Frequéncia: ( ) Todos os dias ( )Fim deas@n
() Esporadicamente (Festas)

Quantidade (copos 200ml):
Que tipo de bebida alcodlica ingere mais frequenés®e

() Cerveja ()Vinho () Cachaca ( X@u
Que tipo de bebida alcodlica nunca ingere?

() Cerveja ()Vinho () Cachaca ( X®u

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

Tipo:

Quantidade: ( ) menosde 30 min ( )30min 16 ( )maisde 1 h

Frequéncia: ( ) 1x semana () 2-3x semand )4-6x semana
() Todoosdias ( ) Merde 1x semana

Vocé FUMA? ( )Sim () Nao Vocé ja FUMOU?Sim () Ndo
Tipo: ( ) Cigarro () Charuto ( ) Cachimbdg ) Outro

Quantidade e Frequéncia (n° de cigarros por dia)
Tempo que fuma ou fumou:



Ha quanto tempo parou:

Histérico Hormonal e Reprodutivo
Idade da MENARCA:

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

PARIDADE:

N° de gestacdes Idade da 12 gestagéo

N° de filhos ( ) nulipara N:

Abortos ()P ()E N:

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

Utiliza AC? ( )Sim () N&oJa utilizou AC? (inB ( ) Néo
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? im)S ( ) Nao
Nome do Hormonio:

Tempo que faz ou fez TRH:

Ha quanto tempo parou?

( )Outros horménios Tempo total:
Observacoes

Histérico Médico

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

Tipo:

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

Grau de Parentesco: ( ) filha ()irma ()méde ()avé
() tia matertfagrau ( ) tia paterna 1° grau
() prima matert® grau ( ) prima paterna 1° grau
() Outros

Casos de CANCER de outro tipo na familia? ( )Sifh) N&o

Grau de Parentesco e tipo:

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

Local:_

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

Qual?

Tempo de diagnostico:

Casos de DOENCA AUTOIMUNE na familia? ( )Sim () Néo

Grau de Parentesco e tipo

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

Qual?

HIPERTENSAO ARTERIAL: ( )Sim ( ) Ndo
HIPERCOLESTEROLEMIA: ( )Sim ( ) Nao

OSTEOPOROSE: ()Sim () Nao

DOENGA REUMATICA: ()Sim () Nao

DIABETES: ( )Sim (Ngo

ASMA: ( )Sim )(Néo

HIV: ( )Sim( ) Ndo () Nunca fez exame
HEPATITE: ()Sim (Ngo () Nunca fez exame
DENGUE: ()Sim ()dNa

TUBERCULOSE: ()Sim () Nao

DISTURBIO RENAL: ()Sim () Néo

DISTURBIO PULMONAR: ( )Sim () N&o
DISTURBIO HEPATICO:  ()Sim () N&o
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Casos de DOENCA DE ALZHEIMER na familia: ( )Sim N§o
Grau de parentesco:
Casos de DOENCA DE PARKINSON na familia: ( )Sim () Nao
Grau de parentesco:
OUTRAS DOENGCAS?:
Alérgico a algum medicamento?
Alérgico a algum alimento? Teve DEPRESSAO?
Utilizou ou utiliza alguma medicacéo por longo tefmgo) Sim () N&o
Nome do medicamento (dosagem e frequéncia) e temgpatdizou:
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ANEXO D

Parecer consubstanciado do Comité de Etica em BasitmUFSC.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE 4
SANTA CATARINA - UFSC
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Thulo da Pesquisa: Genélica da Autoimumidade: podimorismos em Lipus Eriematoso Sistemicn & ARmie
Rewmatdide em pacientes de Santa Catarina

Pagquisador: ILIADA RAINHA DE SOUZA

Area Tematlca: Gendlica Humana
(Trata-se de pesquisa emvodvendo Gendtica Humana que ndo negessia de anallss

etica por parie da COMER;];
Werzlo: 2
CAAE: 15430%130 0000011
Inatitul;3o Proponents: Universidade Federal de Santa Catarina
Patrocinador Princlpal: FUMDACAD DE AMPARD A PESQUIGA £ INDWACAD DO ESTADD DE SAMTA

CATARINA
DADDS DD PARECER

Mumero do Parecer. 423.535
Diata da Raelatoria: 237082013



