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Self Portrait — Pierre-Auguste Renoir!, 1878.

When looking at Renoir’s paintings it is easy to forget that he suffered a great
deal (...). Painting was almost a physical need and sometimes a cure, as if
Renoir wanted to create on the canvas those things which he had to miss in

real life because of his disability (BOONEN et al., 1997).

! Pierre-Auguste Renoir (1841-1919), célebre artista pléstico francés e um dos pintores de
maior renome do movimento impressionista, sofreu com as manifestagdes da artrite reumatoide durante
considerdvel parte de sua vida. A doenga que teve inicio por volta dos 50 anos, tornou-se mais agressiva
a partir de 1903, aos seus 60 anos, culminando com a quase completa incapacidade apés os 70. Nao
obstante as deformidades que a artrite impingiu a Renoir tenham sido incapacitantes, o artista nunca
deixou de pintar ou apresentou queda na qualidade de suas obras devido a artrite. Seu legado é prova da
imensurdvel magnitude da capacidade de superar a dor e a limitagdo fisica (BOONEN et al., 1997).
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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca autoimune sistémica e inflamatoria cronica de etiologia
multifatorial que visa principalmente as articulagdes. Ademais, € uma enfermidade com
consequéncias biopsicossociais que apresenta dificuldade diagnéstica e alto indice de
morbidade. Por conseguinte, o presente estudo tem como objetivo investigar a associacio de
dois polimorfismos de nucleotideo dnico (SNP) do gene MTHFR (C677T e A1298C) a
predisposicdo a AR, por meio de um estudo de caso-controle (ECC) na populacdo de Santa
Catarina (SC), Brasil. O grupo caso constitui-se por 161 pacientes com AR atendidos no
Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sdo Thiago da Universidade Federal de Santa
Catarina (HU-UFSC), enquanto o grupo controle conta com 161 voluntarios higidos sem
relacdo conhecida com a doenca. Mediante o uso de questiondrios foram levantadas
informacdes epidemioldgicas, caracteristicas terapéuticas e parametros clinicos dos integrantes
dos grupos caso e controle, que também forneceram sob consentimento amostras de sangue
periférico. A partir dessas amostras foi possivel extrair e genotipar os DNA para os SNP C677T
e A1298C por reagdo em cadeia da polimerase para o marcador polimérfico no comprimento
de fragmentos de restricdo (PCR-RFLP). A estimativa das frequéncias alélicas nas populacoes
amostrais permitiu verificar que elas encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW),
considerando um intervalo de confianca (IC) de 95% e valor de p < 0,05. As frequéncias para
o alelo C677T*T foram de 0,287 e 0,345 para os grupos caso e controle e do alelo A1298C*C
foram de 0,346 e 0,431, respectivamente. A andlise da diferenciacdo genética dos grupos
amostrais demonstrou que hd homogeneidade génica (p = 0,068) e genotipica (p = 0,074) para
os loci 677 e 1298, sugerindo representatividade da amostra. Em seguida, foi confirmado que
os SNP estudados estdo em desequilibrio de ligagdo, logo, s@o herdados em bloco (p = 0,017).
A andlise de associagdo estatistica para o polimorfismo C677T demonstrou que a presenca do
alelo selvagem *C (OR = 2,374; IC 95% = 1,027-5,592; p = 0,042) provavelmente é um fator
de risco para o desenvolvimento da AR. Pelo modelo de heranga recessivo comum foi possivel
corroborar a conferéncia de protecdo pelo alelo *T, porém apenas quando em duplicidade,
caracterizando o genétipo *TT (OR = 0,421; IC 95% = 0,179-0,974; p = 0,042). Com relacdo
ao polimorfismo A1298C, a andlise de associacdo de alelos e genétipos demonstrou que ndo ha
relacdo significativa entre esse SNP e a propensdo a AR. Para além, o haplétipo ‘T/C’ (OR =
0,358; IC 95% = 0,125-0,996; p = 0,049) e a combinacdo haplotipica ‘TA/TC’ (OR = 0,050;
IC 95% = 0,000-0,716; p = 0,016) foram identificados como passiveis de assinalar protecao
para AR naqueles que o possuem. Assim sendo, este estudo foi capaz de prover informagdes
pioneiras referentes a associagdo dos SNP C677T e A1298C do gene MTHFR a predisposi¢ao
a AR na populacido de SC. Além disso, forneceu subsidios para uma melhor compreensdo da
etiologia da AR. Num futuro pr6ximo se espera que tais informacdes sejam aplicadas de modo
a compor marcadores genéticos de suscetibilidade que facilitem o processo de diagndstico da
doenca. Outrossim, esses resultados servem de estimulo ao desenvolvimento de estudos que
procurem associar esses SNP a eficdcia e/ou toxicidade terapéutica de farmacos de primeira
escolha utilizados no tratamento dessa enfermidade no estado, como o metotrexato (MTX).
Aqueles pacientes que ainda convivem em desarmonia com a AR, trabalhos como este somam-
se para avigorar a esperanca de dias melhores ao fornecer “novos tons as suas paletas na
necessaria busca por repintar suas realidades”.

Palavras-chave: Doencas autoimunes. Imunogenética. rs1801131. rs1801133.



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory systemic autoimmune disease of
multifactorial etiology that mainly attacks the joints. It is also a disease that presents diagnostic
difficulty and high rates of morbidity with biopsychosocial consequences. This study aims to
investigate the association of two single nucleotide polymorphisms (SNP) of the MTHFR gene
(C677T and A1298C) to the predisposition to RA, by means of a case-control study in the
population of Santa Catarina (SC), Brazil. The case group is composed of 161 RA patients
treated at the Polydoro Ernani of Sdo Thiago University Hospital, Federal University of Santa
Catarina (HU-UFSC), while the control group has 161 volunteers with no relation to the
disease. Through questionnaires, epidemiological information, therapeutic characteristics and
clinical parameters were collected from the members of the case and control groups, who also
provided, with consent, peripheral blood samples. From these samples it was possible to extract
the DNA and genotype it to the SNP C677T and A1298C by polymerase chain reaction by
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP). The estimation of the allele
frequencies in the samples allowed to verify that they adhere to the Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE), considering a CI of 95% and p < 0.05. The frequencies for the C677T*T
allele were 0.287 and 0.345 for the case and control groups and, for the A1298C*C allele, they
were 0.346 and 0.431, respectively. The analyze of the genetic differentiation of the sample
groups showed that there are both genic (p = 0.068) and genotypic (p = 0.074) homogeneity for
loci 677 and 1298, suggesting the adequate sampling. Afterwards, it was confirmed that the
SNP studied are in linkage disequilibrium, and therefore they are inherited in block (p =0.017).
The association analysis for C677T polymorphism demonstrated that the presence of the wild
allele *C (OR = 2.374; 95% CI = 1.027-5.592; p = 0.042) is probably a risk factor for the
development of RA. By the common recessive inheritance model it was possible to confirm
that the *T allele confers protection, but only in duplicity, characterizing the *TT genotype (OR
= 0.421; 95% CI = 0.179-0.974; p = 0.042). With respect to A1298C polymorphism, the
analysis of allele and genotype association demonstrated that there is no significant relationship
between this SNP and susceptibility to RA. In addition, the “T/C’ haplotype (OR = 0.358, 95%
CI = 0.125-0.996; p = 0.049) and the haplotypic combination ‘TA/TC’ (OR = 0.050; 95% CI
= 0.000-0.716; p = 0.016) were identified as capable of providing protection for RA in those
who have it. Thus, the present study was able to provide pioneering information regarding the
association of C677T and A1298C SNP of the MTHFR gene to the predisposition to RA in the
population of Santa Catarina. Also, it provided information that helps in understanding the
etiology of RA. In the near future it is expected that such information will be applied in order
to compose genetic susceptibility markers that facilitate the process of diagnosis of the disease.
These results also stimulate the development of studies that seek to associate these SNP with
the efficacy and/or therapeutic toxicity of first-line drugs used in the treatment of this condition
in the state, such as methotrexate (MTX). To those patients who do not yet live in harmony
with RA, studies like this add up to keep the hope of better days by providing “new tones to
your palletes in the quest to repaint their realities”.

Keywords: Autoimmune diseases. Immunogenetics. rs1801131. rs1801133.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCAS AUTOIMUNES

Os avancos da genética, principalmente apds o sequenciamento do genoma humano,
através de projetos sobre a diversidade deste genoma nas diversas populacdes (Human Genome
Diversity Project, The 1000 Genomes Project, The International HapMap Project, phase 1,
phase II e phase III), levaram a descoberta de sequéncias de variantes de DNA entre os
individuos de diferentes populacdes (INTERNATIONAL HAPMAP CONSORTIUM 2003;
2004; 2005; 2007; GRIFFITHS et al., 2013). O The 1000 Genomes Project, por exemplo,
sequenciou o genoma de 2.504 individuos de 26 populacdes (envolvendo integrantes da Africa,
América, Asia e Europa), nos quais foram identificados mais de 88 milhdes de variantes
genéticas e descritas suas distribui¢des ao entorno do globo (THE 1000 GENOMES PROJECT
CONSORTIUM 2010; 2012; 2015). Desse modo, notou-se que individuos de diferentes
populacdes apresentam diferentes perfis de variantes, sejam elas raras ou comuns, assim como
foi possivel colaborar para a investigacdo da relacdo entre gendtipo e fendtipo, e, da genética
para o desenvolvimento de doengas.

As variantes do DNA tém sido associadas a etiologia de diversas doengas, conhecidas
como multifatoriais, em que fatores genéticos e ambientais atuam conjuntamente (ELLIS;
KEMP; PONSONBY, 2014). O estudo dessas variantes comuns vem passando por uma grande
evolugdo, acarretando o desenvolvimento de diversas ferramentas de diagndstico, que tém
melhorado a capacidade de se escolher alvos para intervengao terapéutica (INTERNATIONAL
HAPMAP CONSORTIUM, 2010). Ao contrdrio dos distirbios genéticos classicos, a
suscetibilidade a essas enfermidades ndo estd concentrada em um tinico ou poucos genes raros,
mas sim na combinacao de diversos genes que sdo comuns na populacdo (KOCHI; SUZUKI,
YAMAMOTO, 2014). Nesse grupo encontram-se as doencas autoimunes (DAI), que atingem
muitos adultos considerados ainda jovens e que estariam em plena idade produtiva.

Algumas DALI sdo consideradas relativamente raras, mas seus efeitos de morbidade e
mortalidade sdo extremamente altos, e, se analisadas em conjunto, essas enfermidades afetam
de 5 a 7% da populacdo mundial. Ressalta-se ainda suas maiores recorréncias em mulheres,
sendo uma das maiores causas de morte na faixa etdria de 16 até 65 anos (COOPER;
STROEHLA, 2003).

As causas das DAI ainda ndo estdo totalmente compreendidas, mas se acredita que

uma combinacao de fatores exdgenos, como infeccdes, e endégenos, como a influéncia do perfil
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genético, estresse psicologico e disfungdes nos linfécitos, como alta reatividade, estejam
envolvidos (DORIA et al., 2012). Mais que genes especificos para cada DAI, parecem existir
genes da autoimunidade que aumentam o risco para o desenvolvimento de desordens
autoimunes nas familias. Esse desenvolvimento nido depende apenas desses genes, mas também
de fatores ambientais aos quais as pessoas se encontram expostas. A avaliagdo da contribui¢cdo
genética na autoimunidade humana fundamenta-se sobretudo nos estudos de base familiar, com
destaque para aqueles envolvendo gémeos. Esses estudos apontam taxas de concordancia de
24% a 50% para doencas como, por exemplo, a artrite reumatoide, enfatizando a importancia
da contribuicdo genética para as DAl (AMUR; PAREKH; MUMMANENI, 2012;
YARWOOD; EYRE; WORTHINGTON, 2016).

As respostas imunoldgicas apresentam o potencial de provocar lesdes e, portanto,
devem atuar mediante condi¢des cuidadosamente controladas para que se mantenha o estado
de homeostasia. Dentre os diversos controles se inclui a inibi¢c@o por retroalimentagao, realizada
por produtos soliveis, e interacdes célula-célula que podem intensificar ou reduzir a resposta.
Nesse contexto, também € essencial prevenir a resposta imunoldgica contra antigenos proprios.
Assim, células autorreativas costumam ser eliminadas ou silenciadas durante os estdgios de
desenvolvimento que originam os linfécitos B e T maduros. No entanto, ha casos de
desenvolvimento de raras células autorreativas que atuam de modo a gerar resposta
imunoldgica contra seus proprios tecidos (COICO; SUNSHINE, 2010). Este tipo de resposta

imune chama-se autoimunidade e caracteriza a base das DAI, como a Artrite Reumatoide (AR).

1.2 ARTRITE REUMATOIDE

1.2.1 Patologia

A AR € uma doenga sistémica autoimune e inflamatdria cronica de etiologia pouco
conhecida que visa principalmente os tecidos sinoviais, tipo de tecido conjuntivo que reveste
as articulagdes. Os tecidos sinoviais se proliferam de forma descontrolada, resultando em uma
produgdo excessiva de liquido e erosdao do osso circunvizinho, bem como dano nos tenddes e
ligamentos (PATAKAS, 2011; MOTA et. al., 2017). Na AR a membrana sinovial inflamada
permanece densamente povoada por células (macréfagos, linfécitos T e B, natural killer,
células plasmaticas e dendriticas) que mimetizam o tecido linfoide e induzem a geracdo de
novos vasos sanguineos (Figura 1). A inflamacao cronica das articulagdes, principalmente nas

maos e pés, gera dor, inchaco e rigidez (COICO; SUNSHINE, 2010; MATOS et al., 2010).
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Figura 1 — Comparagdo esquematica da estrutura articular sinovial entre individuos sem e com AR.

Plano frontal

-/ (A) (B)

\\‘ Membrana
\ sinovial ativada
¢ hiperplisica

Membrana _/.
sinovial ;
normal
Pannus Fibroblasto LL
(camada de
revestimento)

Membrana

fibrosa
CélulaT
\
Ligamento
Célula
Cavidade articular dendritica
contendo liquido =——
sinovial (sindvia) Fibroblasto SL
(camada de sub- Mastocito
Sinovidcitos EEXESEaT 0] |
dotipoAeB I _f_ Célula B
Plasmocito
Cartilagem s
Macrdfago

Epifise dssea
proximal
Aumento da
angiogénese

A articulagdo sinovial em condi¢des de homeostase (A) contém superficies articulares protegidas por
uma cartilagem fibrosa que forma uma bolsa que delimita a articulagdo. A 4rea dentro dessa cipsula
articular € chamada de cavidade articular. O liquido sinovial, incluido na cavidade articular, é acelular,
nutre a articulacdo e permite que as superficies deslizem entre si. O revestimento sinovial € composto
pelos sinovidcitos do tipo A (semelhantes a macréfagos) e do tipo B (semelhantes a fibroblastos). J4 a
membrana sinovial de pacientes com AR (B) é hiperpldsica com proliferacio local dos sinovidcitos, que
tém influéncia direta sobre a progressdo da inflamagdo. Duas populacdes dessas células com papéis
especificos, provavelmente derivadas dos sinovidcitos tipo B, podem ser distinguidas: aquela que se
localiza na camada de revestimento (LL) da membrana sinovial, associada a destruicdo Ossea e
cartilaginosa; e aquela encontrada na camada de sub-revestimento (SL), ligada a inflamagdo observada
na doenga. Ambas expressam moléculas sinalizadoras, chamadas citocinas, que podem atrair células
imunes. Essa membrana inflamada invade de maneira gradual as estruturas articulares, como cartilagem
e 0sso0, formando o pannus reumatoide. Ocorre angiogénese visando fornecer a oxigenacdo adequada
para todas as células que agora se encontram na membrana sinovial. Fonte: adaptado pelo autor de
Patakas (2011) e Croft et al. (2019).

Além das articulacdes a AR pode afetar 6rgaos como a pele, coracdo, pulmdes, olhos,
bem como vasos sanguineos. Caracteristicas sist€émicas como fadiga, febres baixas e anemia
também sdo comuns em pacientes com AR. Outra DAI, a sindrome de Sjogren, costuma ser

uma comorbidade associada a AR. Chamada neste caso de Sjogren secunddrio, essa sindrome
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apresenta resposta autoimune que leva a inflamacao das glandulas dos olhos e da boca, podendo
causar secura grave, o que dificulta a produ¢do de ldgrimas e o processo de degluticio, por
exemplo. Destaca-se, ainda, que a AR encurta a sobrevida e gera um impacto negativo
significativo na qualidade de vida dos pacientes afetados (COICO; SUNSHINE, 2010).

A AR também ¢ caracterizada clinicamente por elevagdo de elementos de fase aguda,
Velocidade de Hemossedimentagdao (VHS) e proteina-C-reativa (demarcando uma importante
atividade inflamatdria), fator reumatoide positivo (o primeiro auto-anticorpo descrito para a
AR) e outros auto-anticorpos, como o anti-CCP (anti-peptideo citrulinado ciclico), que prediz
o aparecimento de AR com uma sensibilidade de até 98% (VAN GAALEN et al., 2004;
HUEBER et al., 2005).

A etiologia da AR ainda é pouco compreendida, mas os estudos tém considerado
possiveis influéncias genéticas, socioculturais e ambientais (MATOS et al., 2010). A pesquisa
cientifica em grupos familiares tem evidenciado a associagdo de varios genes com a AR, de
modo a elucidar a suscetibilidade hereditéria relacionada a essa doenga. Um exemplo envolve
os genes DRBI que codificam as moléculas de antigeno leucocitario humano (HLA)-DR4/DR1
(STASTNY, 1978; FUGGER; SVEJGAARD, 2000). Os genes que codificam TNF-a. (Fator de
Necrose Tumoral Alfa) e as proteinas de choque térmico (HSP) também estdo frequentemente
associados com o inicio e perpetuacdo da AR (VASANTHI; NALINI; RAJASEKHAR, 2007;
MOUDGIL; DURALI, 2008). Inclusive genes relacionados secundariamente com a resposta
imune, como aqueles envolvidos no metabolismo de farmacos, t€m apresentado predisposi¢ao
a doenca (BOUGHRARA et al., 2015; SAAD et al., 2015; CEN et al., 2016; SHAKER et al.,
2016; YUAN; SHAO; LI, 2017). Outros estudos evidenciam que, tanto em camundongos
quanto em ratos, o coldgeno II atua como um indutor de relevancia na patogénese da doenca
(TRENTHAM; TOWNES; KANG, 1977; STUART et al., 1979). Infeccdes bacterianas e
virais, como a da bactéria Porphyromonas gingivalis e dos virus linfotrépico de células T
humanas tipo 1 (HTLV-1), Epstein-Barr (EBV) e Rubella, (género rubivirus), também t€m sido
associadas a AR (OGRA et al., 1975; IWAKURA et al., 1991; CACCESE; ZIMMERMAN;
CARLSON, 1992; BARTOLD et al.,2010; KUWANA et al.,2011; WARDE, 2011; MARESZ
et al., 2013). A prépria microbiota intestinal pode influenciar no desenvolvimento da AR (WU
et al., 2010; ROGERS, 2015; ZHANG et al., 2015). Ademais, fatores ambientais podem ter
efeitos sobre a fun¢do imunoldgica e, consequentemente, na AR (EDWARDS; COOPER, 2006;
LIAO; ALFREDSSON; KARLSON, 2009). Dentro dos fatores ambientais é possivel
exemplificar: o consumo de dlcool, o tabagismo, o peso ao nascer, a amamentacao e o retardo

no crescimento intrauterino.
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1.2.2 Caracterizacio Epidemiolégica

A AR ¢é uma doenga de impacto mundial. Cerca de 0,5-1% da populacdo global é
acometida pela doenca, ou seja, ao menos 38.500 pessoas dos aproximados 7,7 bilhdes atuais
(SILMAN, 2000; MINICHIELLO; SEMERANQO; BOISSIER, 2016). No Brasil, um estudo
realizado em Minas Gerais encontrou prevaléncia de 0,46%, o que corresponde a cerca de 975
pessoas dos aproximadamente 212 milhdes de brasileiros (SENNA et al., 2004).

Pode ocorrer em qualquer idade, mas com o inicio antes dos 45 anos em homens sendo
incomum. Por motivos que ainda ndo foram elucidados, a prevaléncia em mulheres € maior que
em homens (3:2) (DIAMOND, 2005). Entretanto, essa disparidade na frequéncia de incidéncia
entre homens e mulheres? pode ser associada as diferengas nas variagdes hormonais presente
nas mulheres (ALPIZAR-RODRIGUEZ et al., 2016). Estudos bem realizados com pequenas
coortes iniciais sugerem que a incidéncia anual de AR € de aproximadamente 40/100.000 para
mulheres e cerca de metade disso para homens (DIAMOND, 2005).

Ademais, a AR figura dentre as vinte principais condi¢des de saude associadas a
deficiéncia, com incidéncia maior em paises de baixa e média renda, tanto nos individuos com
mais de 60 anos quanto com idade inferior (Figura 2). Tal fato evidencia a importincia de
fatores sOcio-econdmico-ambientais, além de genéticos, na prevaléncia da doenca, como a

exemplo a intervengdo tardia ou mesmo ausente em paises em desenvolvimento (OMS, 2012).

1.2.3 Aspectos Sociais e de Satide Piblica

Além do grande nimero de diagnosticados, a importancia da AR no cendrio brasileiro
decorre do impacto socioecondmico a ela vinculado (MOTA et al., 2017). Para diminuir os
impactos da doenga € necessario investir em diagndstico precoce e tratamento continuo com
acompanhamento de equipe multidisciplinar.

O recebimento do diagndstico da AR gera um intenso impacto emocional sobre o
paciente e seus familiares, ja que se trata de uma doenca degenerativa, progressiva € que nao
tem cura. Muitos pacientes limitam seus sonhos, sua vida profissional e familiar, restringindo-

se a viver dentro dos limites trazidos pelo fato noticiado pelo médico. Logo, nota-se que o

2 E importante esclarecer que por uma questio de concisdo, utilizar-se-4 os agrupamentos no
masculino, bem como a defini¢ao sexual bindria, mas que o autor entende e respeita a questdo de género
presente nas determinacdes feitas ao longo deste trabalho.
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impacto da AR ndo € apenas fisico, mas também psicolégico, potencializado pela convivéncia
com a dor crdnica, podendo levar a situacdes, como: depressdo, isolamento social, baixa

autoestima e muitas vezes ao suicidio (TORRES, 2017).

Figura 2 — Tabela D.1 (Apéndice D) do Relatério Mundial Sobre a Deficiéncia, elaborado originalmente
em 2011 pela Organizagdo Mundial da Saide e Banco Mundial, com destaque para a AR, 19 colocada
dentre as condicdes com maior prevaléncia de deficiéncias moderadas e severas.

Tabela D.1. Prevaléncia de deficiéncias moderadas e severas (em milhoes), por principal condicao
de satide associada a deficiéncia,por idade e por situacdo econdomica dos paises.
Problema de Sadde *¢ Paises de alta renda Paises de renda baixae Mundo
(populagao total de 977 média (populagao total (populagao
milhoes) de 5.460 milhoes) de 6.437
milhoes)
0-59anos 60anosou 0-59anos 60anosou Todas as
mais mais idades
1 Perdade audi¢ao® 74 18.5 54.3 43.9 124.2
2 Errosrefrativos 77 6.4 68.1 39.8 1219
3 Depressao 15.8 05 77.6 4.8 98.7
4 (atarata 0.5 1.1 20.8 314 53.8
5 Lesoes nao-intencionais 28 1.1 354 5.7 45.0
6 Osteoartrite 1.9 8.1 141 19.4 434
7 Dependéncia de alcool 73 0.4 31.0 1.8 40.5
8 Infertilidade por aborto de risco e 0.8 0.0 325 0.0 334
sepse materna
9 Degeneracao macular® 1.8 6.0 9.0 15.1 319
10 Doenga obstrutiva crénica 3.2 45 10.9 8.0 26.6
pulmonar
11 Doenga cardiaca isquémica 1.0 22 8.1 1.9 23.2
12 Transtorno bipolar 33 0.4 17.6 0.8 22.2
13 Asma 29 0.5 151 0.9 194
14 Esquizofrenia 2.2 0.4 131 1.0 16.7
15 Glaucoma 0.4 1.5 5.7 7.9 15.5
16  Alzheimer e outras deméncias 0.4 6.2 1.3 7.0 14.9
17  Sindrome do panico 1.9 0.1 1.4 0.3 13.8
18 Doenca cérebro-vascular 1.4 2.2 4.0 49 12.6
| 19 Artrite reumatoide 1.3 1.7 5.9 3.0 119 |
20 Dependéncia de drogas 3/ 0.1 8.0 01 1.8
Notas:
a. Sao considerados paises de alta renda aqueles cuja Renda Nacional Bruta per capita era, em 2004, de US$ 10.066 ou mais,
conforme estimativa feita pelo Banco Mundial.
b. Deficiéncias GBD classe Ill ou maior.
¢. Doenca e lesao associadas a deficiéncia. As condigoes sao listadas em ordem decrescente com prevaléncia global de todas
as faixas etarias.
d. Inclui o estdgio inicial de perda de audi¢ao em adultos, com exce¢ao dos casos originados por infecgoes; ajustado para
disponibilidade de dispositivos de auxilio a audicao.
e. Inclui a apresentagao de erros refrativos; ajustado para a disponibilidade de éculos e outros dispositivos corretivos.
f. Inclui outras causas de perda de visao relacionadas com a idade além de glaucoma, catarata e erros refrativos.

Fonte: adaptado pelo autor da OMS (2012).
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Nos periodos de atividade inflamatéria a AR incapacita o individuo para o trabalho,
levando a necessidade de afastamentos por auxilio doenga, e, frequentemente a aposentadoria
por invalidez, com necessidade de recebimento de auxilio pelo governo. Em concordancia com
esse fato, segundo indicadores do Instituto Nacional do Seguro Social (INSS), no ano de 2016,
ocorreram 23.379 concessdes de auxilio doenca por conta da artrite reumatoide e das
artropatias. Assim, além dos impactos fisico e psicologico a AR também pode afetar
socioeconomicamente o paciente, sua familia e a sociedade (TORRES, 2017).

O atraso do diagnéstico e inicio do tratamento, recorrente nos pacientes brasileiros,
dificulta o controle da doenga e aumenta as chances de desenvolvimento de sequelas
irreversiveis (VAN VILSTEREN et al., 2015). Destaca-se que no Brasil o tempo de espera para
consulta com reumatologistas do Sistema Unico de Sadde (SUS) leva em média de 2 a 5 anos
(TORRES, 2017). Isso é explicado, em parte, pelo fato de existirem apenas cerca de 1.200
profissionais com titulo de especialista em reumatologia, os quais de concentram nas regioes
sul e sudeste (SBR, 2019).

Feito o diagndstico € necessario que o paciente realize a manutenc¢do do tratamento
medicamentoso. No Brasil, o Ministério da Satde fornece por meio do SUS um conjunto de 23
medicamentos. Entretanto, ocorrem faltas e atrasos no fornecimento, possibilitando a
descontinuidade terapéutica e, consequentemente, a perda de sua eficidcia (TORRES, 2017).

A AR necessita de tratamento com equipe multidisciplinar, ou seja, liderada por um
reumatologista, mas associada a outros profissionais da satde, como psic6logos, terapeutas
fisicos e ocupacionais, enfermeiros, cirurgides ortopedistas e assistentes sociais (ARTHRITIS
FOUNDATION, 2000). No entanto, no Brasil a dificuldade de acompanhamento
multidisciplinar € intensa, pois esses profissionais sdo raridade no SUS e no setor de convénios
(TORRES, 2017).

Além de aspectos clinicos, também ha aspectos sociais que devem ser investidos no
ambito da AR. Nesse sentido, € enfatizada a importancia da informacgdo e da boa compreensao,
por parte do paciente e dos seus familiares, sobre a doenga, seu progndstico e as opgdes
terap€uticas disponiveis. Tal conhecimento pode contribuir para diminuir o isolamento social e
quadros depressivos, além de ampliar o acesso aos medicamentos (TORRES, 2017).

O avanco terapéutico dos medicamentos, nas ultimas décadas, tem prevenido
deficiéncias e limitagdes motoras, o que possibilita maior qualidade de vida as pessoas que
convivem com a AR. Atualmente uma pessoa diagnosticada precocemente e tratada de maneira
adequada € capaz de ter uma qualidade de vida equipardvel a de uma pessoa da mesma idade

que ndo tem a doenca (OVERMAN et al., 2014). A esperanca de melhores tratamentos ainda
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continua com investimentos na pesquisa nas dareas bdsicas das ciéncias, incluindo imunologia,

biologia molecular e biologia das cartilagens e dos ossos (ARTHRITIS FOUNDATION, 2000).
1.2.4 A Metilenotetrahidrofolato Redutase e sua Associacio a Artrite Reumatoide

O gene MTHFR, localizado no cromossomo 1, transcreve para a enzima 5,10-
metilenotetrahidrofolato redutase ou simplesmente metilenotetrahidrofolato redutase

(MTHFR) (Figura 3).

Figura 3 — Destaque para a localizagdo molecular do gene MTHFR no cromossomo 1 de Homo sapiens.
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No ser humano, o gene MTHFR se localiza na posi¢cdo 1p36.22 (seta), logo, no braco curto do
cromossomo 1, regido 3, banda 6, sub-banda 22. Fonte: adaptado pelo autor de NCBI (2019).

A MTHFR € uma enzima chave no metabolismo de um carbono, grupo de reagdes
assim denominado por terem em comum a transferéncia de grupos com um tnico carbono. E
encontrada no citosol da maioria das células, com maior concentracdo em dreas como testiculos,
cérebro e rins (LECLERC; SIBANI; ROZEN, 2013). A vitamina B2 (riboflavina) é fornecedora
do dinucleotideo de flavina e adenina (FAD) que atua como cofator da reagdo catalisada pela
MTHFR, enzima responsdvel por reduzir o 5,10-metilenotetrahidrofolato a 5-
metiltetrahidrofolato (LECLERC; SIBANI; ROZEN, 2013). O 5-metiltetrahidrofolato ¢ a
forma final do folato no organismo, obtido pela metabolizacdo do 4cido f6lico/vitamina B9
ingerido na dieta, sendo o principal substrato para a via de transmetilagdo, em que a
homocisteina € remetilada dando origem a metionina (DEAN, 2012). Logo, essa via € a fonte
endogena primdria da metionina, essencial, dentre outros, para a geracdo de S-
adenosilmetionina (SAM), o principal doador direto de grupos metil nas reagdes de metilagdo
do DNA (DEAN, 2012; LECLERC; SIBANI; ROZEN, 2013).

Assim, um mal funcionamento da MTHFR pode resultar em baixo nivel de metilagdo

do DNA gendémico e hiperhomocisteinemia, havendo indicios do envolvimento de ambos os
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eventos na patogénese da doenca, fazendo do MTHFR um gene candidato na suscetibilidade a
AR (FUJIMAKI et al., 2009; KLEIN; GAY, 2015).

A metabolizacdo do 4cido félico inicia com a a¢do da enzima dihidrofolato redutase
que o converte em tetrahidrofolato, no entanto ela pode ser inibida pelo firmaco metotrexato
(MTX) resultando, por fim, no menor fornecimento de 5,10-metilenotetrahidrofolato, substrato

da MTHFR (Figura 4).

Figura 4 — Representacdo esquematica simplificada da via metabdlica do 4cido félico, com destaque a
atuacdo da enzima MTHFR na biodisponibilidade do folato. O farmaco MTX pode intervir nesta via
diminuindo a disponibilidade do metabdlito intermedidrio tetrahidrofolato.
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O acido f6lico (vitamina B9) adquirido pela alimentacdo € convertido a nivel celular em tetrahidrofolato
pela enzima dihidro (DH4) folato redutase, que pode ser inibida pelo firmaco MTX, uma droga
antirreumdtica de primeira escolha empregada na modificagdo do curso da AR. O tetrahidrofolato, por
meio de seguidas reacdes quimicas, é convertido em 5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-CH»,-TH4-
Folato), reduzido pela metileno-tetrahidro (TH4) folato redutase a 5-metiltetrahidrofolato (5-CHsz-TH4-
Folato), reacdo dependente de FAD. Enquanto o 5,10-CH,-THs4-Folato € utilizado na sintese de dcidos
nucleicos, o 5-CH3-TH4-Folato € necessdrio para a sintese da metionina utilizada nas reacdes de
metilagdo. Fonte: adaptado pelo autor de Higdon et al. (2015).
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O MTX € uma Droga Antirreumética Modificadora do Curso da Doenca (DMARD)
de primeira escolha em pacientes com AR (MOTA et al., 2017; SINGH et al., 2015).
Positivamente, o seu custo € relativamente baixo. Contudo, essa droga pode oferecer uma
variedade de efeitos adversos que dificultam a continuidade do tratamento, como irritacdo no
estdmago, danos hepdticos, feridas na boca, dores de cabeca, tonturas, fadiga e sintomas
semelhantes a gripe ou diarreia (TORRES, 2017). Nesse sentido o uso de uma simples vitamina,
o acido fdlico, associado ao MTX tem reduzido diversos efeitos colaterais (ARTHRITIS
FOUNDATION, 2000). Ainda assim, muitos pacientes parecem nao se beneficiar do uso desse
medicamento, e necessitam de doses mais altas do que outros. Assim, apos dois anos de
tratamento 45% dos pacientes necessitam trocar de medicamento. A falta de continuidade no
tratamento e o seu atraso podem dificultar os resultados a longo prazo, gerando danos nas

articulagdes, incapacidade, desemprego e mortalidade (PLANT; WILSON; BARTON, 2014).

1.2.5 Polimorfismos de um Unico Nucleotideo no Gene MTHFR

Atualmente se considera, por meio dos resultados de sequenciamentos genéticos, que
seres humanos diferentes apresentam 99,9% de sua sequéncia de nucleotideos idéntica e que
quase toda a diferenca de 0,1% € devida a diferencas de um tnico nucleotideo, seja adenina
(A), citosina (C), guanina (G) ou timina (T). Além disso, ambos os alelos? (selvagem e mutante)
sa0 muito comuns na populacdo, ou seja, grande proporcao dessas sequéncias € polimérfica.
Assim, essas diferencas entre os individuos sdo denominadas de Polimorfismos de Nucleotideo
Unico (SNP) (GRIFFITHS et al., 2013).

Ha SNP que levam a transcrigdo de anticodons que geram aminoécidos diferentes,
provocando alteracdes a nivel fenotipico (mutacao referida como ‘missense’ ou ‘de sentido
trocado’). Para além, ha variacdes alélicas entre cromossomos que ndo estdo localizadas nos
genes, ou, porque embora localizadas nos genes, ndo alteram o produto proteico (mutagio
‘silenciosa’). Os SNP sdo de ocorréncia natural, extremamente numerosos, apresentam baixa
taxa de mutacdo e sdo muito dteis como marcadores moleculares que podem ser usados para

localizar regides de interesse (GRIFFITHS et al., 2013).

3 Notar que os termos ‘alelo’, ‘locus’, ‘gendtipo’ e seus plurais, comumente utilizados ao se
referir a genes, designam no dmbito deste trabalho, respectivamente, uma das diferentes formas de um
Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP), sua localiza¢do e sua composic¢ao alélica.
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Para detectar um SNP € possivel sequenciar um segmento de DNA em cromossomos
homodlogos e comparar os seguimentos homdlogos para descobrir diferencas. No entanto,
quando o SNP estd localizado em um sitio-alvo de uma enzima de restricio (SNP conhecido
como Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restricio, RFLP) se pode realizar sua
deteccdo por meio da técnica de PCR-RFLP (Reacdo em Cadeia da Polimerase para o
Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo). Essa técnica contard com um
alelo de RFLP que terd o sitio-alvo da enzima de restricdo, enquanto o outro alelo ndo, de modo
que a enzima cortard apenas o0 DNA no SNP que contém o sitio de restricao alvo, o que podera
ser visto por meio de bandas distintas no gel de eletroforese (GRIFFITHS ez al., 2013).

No gene MTHFR ha SNP, como o C677T (rs1801133) e 0 A1298C (rs1801131), que
vém sendo associados a genotipos de risco para AR (BOUGHRARA et al., 2015; SAAD et al.,
2015; CEN et al., 2016; SHAKER et al., 2016; YUAN; SHAO; LI, 2017), assim como para a
eficacia quanto a incidéncia de efeitos adversos do MTX (SONG; BAE; LEE, 2014; IQBAL et
al.,2015; URIBARRI et al., 2015; LIMA et al., 2016; SOUKUP et al., 2017; BERKANI et al.,
2017). Esses SNP permitem a funcionalidade por parte da enzima MTHFR, todavia, a exemplo,
diminuem a afinidade ao seu cofator, fazendo com que desempenhe insatisfatoriamente sua
funcdo (Figura 5), conduzindo a defici€éncia de S5-metiltetrahidrofolato (DEAN, 2012;
LECLERC; SIBANI; ROZEN, 2013).

Figura 5 — Disposi¢cdo esquemadtica dos principais SNP no gene MTHFR com destaque para
C677T e A1298C, associados a diferentes percentuais de deficiéncia da atividade enzimaética.

(A)

-
(B) I l

Al1298C C677T
Heterozigoto (AC) 83% | Heterozigoto (CT) 67%
Homozigoto (CC) 61% | Homozigoto (TT) 25%

Heterozigoto composto (combinagido haplotipica ‘CA/TC’) 48%

Desempenho da .\I'l'iII-'R consoante o SNP (% de atividade ﬁormal)

(A) Em azul observa-se os éxons do gene MTHFR, com as terminagdes 5° € 3” representadas a esquerda
e a direita, respectivamente. Os nimeros acima das setas representam o nimero de sequéncia do SNP,
correspondente ao seguinte ‘rs’ do gene: 1. rs4846080 (A > G); 2. rs1476413 (G > A); 3. rs1801131 (A
> C); 4. 151801133 (C > T); 5. rs17421511 (G > A); 6. 1517037396 (C > T); 7. 159651118 (T > C); 8.
rs17367504 (A> G). (B) Percentual de atividade enzimatica em comparacdo a MTHFR tipo selvagem
consoante o genotipo para o SNP C677T e A1298C. Fonte: adaptado pelo autor de Wan et al. (2018).
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Para ambos os SNP encontrados nos loci 677 e 1298 do MTHFR a mutacao € do tipo
de sentido trocado (missense). No entanto, no SNP C677T essa ¢ do tipo ‘conservativa’ uma
vez que hd a substituicdo de um aminodcido neutro nao polar (alanina) por outro de mesma
natureza (valina), Ala222Val, enquanto que no SNP A1298C, essa ¢ do tipo ‘ndo-conservativa’
J4 que ocorre a troca de um aminodcido polar dcido (glutamato) por um neutro nao polar
(alanina), Glu429Ala (JADEJA, 2018). As altera¢des estruturais na proteina MTHFR geradas
pela presenga dos SNP C677T e A1298C podem ser observadas na Figura 5.

A correlagdo ou associacao nao aleatoria entre alelos em dois ou mais loci é chamada
de desequilibrio de ligacdo, resultando na ancestralidade compartilhada de uma populagdo de
alelos nesses loci proximos. A ancestralidade compartilhada denota que esses alelos tendem a
ser herdados juntos no mesmo cromossomo, em combinagdes especificas conhecidos como
haplétipos (CLARKE et al., 2011). Logo, o termo haplétipo descreve a combinagdo de alelos
de multiplos loci no mesmo cromossomo homoélogo. Para ter o mesmo haplétipo, dois
cromossomos homdlogos devem compartilhar o mesmo alelo em cada um dos loci analisados.
J4 a existéncia de gendtipos diferentes em até mesmo um loci em questdo no par de homologos
indica diferentes hapl6tipos (GRIFFITHS er al., 2013). Neste caso, estando o locus 677, com
alelos C e T, ligado ao locus 1298, com alelos A e C, existem quatro haplotipos possiveis para

o segmento cromossomico no qual esses dois loci estdo localizados (Figura 6).

Figura 6 — Caracteristicas estruturais da MTHFR na presenca e auséncia das alteracdes Ala222Val e
Glud29Ala.

| C-Terminal
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C-Terminal

N-Ferminal it J C-Terminal

. MTHFR Tipo Selvagem . MTHFR Ala222Val I MTHFR Glu429Ala I MTHFR Ala222Val+Glu429Ala
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As imagens levam em consideragdo a estrutura da MTHFR tipo selvagem (na auséncia de SNP)
representada pela cor azul. Essa estrutura da MTHFR € comparada com aquela na presenga isolada do
SNP C677T (Ala222Val), em vermelho (A), do SNP A1298C (Glu429Ala), em verde (B), e desses dois
SNP conjuntamente, em rosa (C). As alteragdes estruturais estdo indicadas por setas. Sdo representadas
duas vistas diferentes da MTHFR por condiciao, dando destaque para a localizagdo dos aminodcidos
gerados pela presenca do alelo mutante de cada SNP. Fonte: adaptado pelo autor de Jadeja et al. (2018).

Figura 7 — Representacio esquematica das possibilidades de haplétipos para os SNP C677T e A1298C.

677 1298
GGAGACTACGGABACTACCTACGEHGAA rdcacacreea

CCTCTGATGCCTET CA'IIGGATGCCbTC ATGTCTGACCT

TC

Para os alelos nos loci 677 e 1298 sao possiveis 4 (quatro) combinagdes genotipicas distintas, das quais
‘CIA’, “CIC’, “T/A’ e ‘T/C’. Fonte: adaptado pelo autor de Villaverde (2011).

Em Estudos de Associagdo Gendmica Ampla (GWAS), os SNP sdo tipicamente
observados em alta densidade em todo o genoma. Embora seja improvavel que qualquer
simples SNP tenha relevancia causal direta na doenca, alguns provavelmente estardo em
desequilibrio de ligacdo com quaisquer variantes causais comuns subjacentes. As matrizes de
associa¢do gendmica atuais contém cerca de 1 milhdo de SNP e usam padrdes conhecidos de
desequilibrio de ligacao gendmica, de fontes como o HapMap, para fornecer a maior cobertura
possivel de variacdes genomicas comuns (CLARKE et al., 2011).

Os estudos de genes candidatos, ao contrario dos GWAS, geralmente se concentram
na genotipagem de um conjunto menor, porém mais denso de SNP, incluindo polimorfismos
funcionais com uma probabilidade potencialmente maior de relevancia causal direta

(PETTERSSON, 2009).
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1.3 JUSTIFICATIVA

A AR apresenta dificuldade diagnodstica e altos indices de morbidade atrelados a
consequéncias biopsicossociais. Nesse contexto, nota-se a necessidade da busca por marcadores
genéticos de suscetibilidade que facilitem o processo de diagndstico da doenga. Tal
aprimoramento possibilita o inicio de um tratamento multidisciplinar, precoce e continuo que
permita assegurar a boa qualidade de vida do paciente, gerando impactos positivos a nivel de
saude (individual e publica), social e econdmico.

Os SNP C677T e A1298C do gene MTHFR, caracterizam-se como variantes alélicas
que podem predispor o individuo ao desenvolvimento de doengas autoimunes, como AR
(BOUGHRARA et al., 2015; SAAD et al., 2015; CEN et al., 2016; SHAKER et al., 2016;
YUAN; SHAO; LI, 2017). O estudo pioneiro desses SNP na populacdo de SC, quando unido
aos demais estudos que relacionam variantes a suscetibilidade a AR, pode contribuir para que
os pacientes catarinenses tenham acesso a um diagndstico personalizado, que leve em
consideracgdo as caracteristicas genéticas individuais.

A investigacdo da associacdo dos polimorfismos nas regides 677 e 1298 do gene
MTHFR apredisposi¢dao a AR também fornece base e estimula o desenvolvimento de pesquisas
que visem relacionar esses SNP a eficdcia e/ou toxicidade dos medicamentos utilizados no
tratamento dessa doenga cronica, fornecendo subsidios para a monitorizacao farmacogenética
da terapéutica.

O estudo dos polimorfismos C677T e A1298C do gene MTHFR também pode auxiliar
na compreensdo da etiologia da AR. Dessa maneira, as descobertas do presente trabalho virdo

a somar com os atuais conceitos de etiologia multifatorial e poligénica de doengas autoimunes.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral

Investigar a associa¢do de dois polimorfismos de nucleotideo tinico (SNP) do gene

MTHER (C677T e A1298C) a predisposicao a artrite reumatoide (AR), por meio de um estudo

de caso-controle (ECC) envolvendo a populac¢ao do estado de Santa Catarina (SC).
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1.5.2 Objetivos Especificos

- Tragar o perfil epidemioldgico (idade, sexo bioldgico, origem étnico-racial e naturalidade) das

populagdes amostrais para, por congruéncia, selecionar o grupo controle a partir dos pacientes;

- Identificar o gendtipo dos individuos amostrados para os SNP C677T e A1298C do gene
MTHFR, por meio da técnica de PCR-RFLP;

- Estabelecer as frequéncias alélicas e genotipicas das posi¢des polimoérficas 677 e 1298 do

gene MTHFR para as populacdes estudadas (pacientes e grupo controle);

- Verificar a representatividade da amostra por meio do cédlculo de aderéncia a lei do Equilibrio

de Hardy-Weinberg (EHW) e da andlise da diferenciac@o genética dos grupos amostrais;

- Determinar se os SNP estudados sao herdados em blocos (linkage) e estdo em desequilibrio

de ligacao;

- Comparar caso-controle para avaliacdo do papel dos diferentes alelos, gendtipos e haplétipos

dos genes estudados na suscetibilidade a AR.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 ASPECTOS ETICOS E DE AMOSTRAGEM

A presente pesquisa € fruto de um subprojeto, com cadastro atualizado via Formulario
de Pesquisa no NOTES-UFSC (2018.08476), que integra aquele intitulado ‘Genética da
Autoimunidade: Polimorfismos em Lipus Eritematoso Sistémico e Artrite Reumatoide em
Pacientes de Santa Catarina’, coordenado pela Profa. Dra. Iliada Rainha de Souza e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa
Catarina (CEPSH-UFSC) em 14/10/2013 por meio do parecer consubstanciado ndmero
423.535 (ANEXO A). Ademais, o mesmo figura como “pesquisa envolvendo Genética
Humana que nio necessita de andlise ética por parte da CONEP”, a Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa, podendo a autenticidade de sua aprovagdo ser confirmada via Plataforma Brasil

(plataformabrasil.saude.gov.br) informando o titulo da pesquisa, nimero de parecer e/ou

nimero do  Certificado de  Apresentacio para  Apreciagio Etica, CAAE
(19430913.0.0000.0121).

Prezando pela validacdo externa dos resultados a serem obtidos, estabeleceu-se um
ndmero amostral inicial minimo de 100 (cem) individuos. Para isso, por mais que os SNP
estudados ndo se caracterizem como raros, teve-se em consideracdo sobretudo a prépria
definicdo quantitativa de polimorfismo, caracterizado como uma variante comum com
frequéncia alélica minima (MAF) > 1%, ou seja, de que se observe a0 menos uma pessoa em
cem que possua o alelo mutante (CLARKE et al., 2011). Assim sendo, o nimero amostral
maximo atingido foi um racional entre o pressuposto supracitado e a disponibilidade de
amostras de pacientes portadores de AR.

De igual modo, pela inviabilidade da amostragem da populacao-fonte deste estudo a
partir da populacdo geral (o que seria o ideal) devido ao percentual de incidéncia da doenga
estudada, procedeu-se a andlise de um possivel viés de selecao, afinal, como sublinham Baptista
e Campos (2016, pagina 128), “o tipo de populacdo-fonte utilizado em um ECC (Estudo de
Caso Controle) estd diretamente relacionado com a validade da pesquisa”. Nesse tocante, a
diversidade da constitui¢do étnica, e consequentemente genética, brasileira € o principal fator
que levou o autor a andlise de dados epidemioldgicos sobre a procedéncia geografica (vide o
item ‘Caracterizacdo da Amostra’).

Para os autores supracitados, em casos como este em que ndo se pode amostrar da

populaciao-geral, o uso de hospitais abrangentes ou de referéncia pode favorecer a


http://plataformabrasil.saude.gov.br/f

40

representatividade da amostra, a0 menos com maior confiabilidade do que a oferecida pelos
estudos com amostras de conveniéncia (clinicas e hospitais particulares). Isso se justifica pelo
fato desses hospitais geralmente atenderem a maior parte dos casos da regido em que estdo
localizados. Entretanto, hd de se ter em conta que eles podem ndo prestar atendimento apenas
a populagcdo regional e sim a uma populacio encaminhada de outras dreas geograficas,
caracterizando o que Gray (2004) nomeou de populacdo-fonte hipotética, ou seja, aquela
populacdo cuja definicdo se relaciona aos encaminhamentos e a busca de cuidado e ndo ao
limite geografico.

Essa e outras situacdes, tais quais o fato de a taxa de interna¢do da populagdo geral
ndo se assemelhar a da populacdo do hospital, de as pessoas hospitalizadas exibirem uma
gravidade mais acentuada de seus quadros clinicos do que as ndo hospitalizadas e de os
pacientes internados poderem apresentar outras enfermidades que se relacionem ao evento de
interesse que ndo foram evidenciadas no estudo, representam um viés de selecao peculiar a esse
tipo de populagdo-fonte, designado viés de Berkson, que limita os resultados da utilizacdo desse
tipo de populacdo-fonte no ECC (GRAY, 2004; GREENBERG et al., 2005; FLETCHER;
FLETCHER; FLETCHER, 2014; ROUQUAYROL; GURGEL, 2018).

2.2 COLETA E ARMAZENAMENTO DOS DADOS E AMOSTRAS

O grupo amostral de casos se constituiu por 161 pacientes com AR, tendo como
populacao-fonte o Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sdao Thiago da UFSC (HU-
UFSC), onde estes eram atendidos. Os pacientes foram entrevistados por pesquisadores do
Laboratério de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE-UFSC) para o preenchimento de
questiondrio estruturado (Anexo B) mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE — Anexo C). Tais questiondrios permitiram obter dados de identificacao,
epidemioldgicos e da terap€utica, para além de parametros clinicos, os quais foram cruzados
com os dados de interesse constantes dos prontudrios médicos, também analisados. Apés a
entrevista 10mL de sangue periférico de cada paciente foram coletados e transferidos para tubo
com anticoagulante dcido etilenodiamino tetra-acético (EDTA).

A amostra do grupo controle contou com 161 voluntdrios higidos e sem grau de
parentesco conhecido com portadores de AR, participantes (1) do Niucleo de Estudo da Terceira
Idade (NETI) associado a UFSC e (2) da Associacio Amigos do Hospital Universitario
(AAHU). Ap6s concordancia com seus termos e assinatura do TCLE (ANEXO E), informagdes

de identificacdo, epidemioldgicas, caracteristicas terapéuticas e parametros clinicos também
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foram obtidas por meio de questiondrio estruturado (ANEXO D), seguido da coleta de sangue
periférico.

Para ambos os grupos esta pesquisa foi conduzida utilizando-se das amostras
disponiveis no banco de sangue e informagdes cadastradas no banco de dados do LAPOGE, o
LAPOGEdb (lapoge.ufsc.br).

Todas as amostras de sangue contendo EDTA foram, na ocasido da coleta,
centrifugadas (206 BL Excelsa II®, Fanem) a 3000 rota¢des por minutos (RPM), ou 806,4G
(Forca Centrifuga Relativa ou Forca Gravitacional), durante 20 minutos a temperatura ambiente
para separacdo de seus componentes. Apos a centrifugacdo, foram isolados, aliquotados e
identificados o plasma, o concentrado de hemadcias e a camada leuco-plaquetdria (buffy coat).
Enquanto o plasma e o concentrado de hemadcias foram estocados a -80°C para futuras
pesquisas, a camada leuco-plaquetaria foi armazenada a -20°C e se destinou a obten¢do do DNA

gendmico (gDNA).

2.3 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO MATERIAL GENETICO

A extracdo de gDNA foi realizada por membros do LAPOGE de acordo com o método
descrito por SAMBROOK e colaboradores (2001), para células de sangue periférico, utilizando
proteinase K e fenol. Apds a extracdo, uma aliquota de DNA foi quantificada através da
absorbancia em 260nm e 280nm em espectrofotdmetro NanoVue Plus® (GE Healthcare) e
diluida a concentrac@o final de 20 pg/mL, padrdo laboratorial. Os DNA extraidos foram

estocados a —20°C em refrigeradores adequados a esta finalidade.

2.4 GENOTIPAGEM

2.4.1 Amplificacdo das Regioes de Interesse do DNA por PCR

A PCR-RFLP foi a técnica de eleicdo na genotipagem dos individuos para os
polimorfismos genéticos em estudo. Desse modo, inicialmente, os fragmentos de DNA que
flanqueiam as posi¢oes dos SNP C677T (rs1801133) e A1298C (rs1801131) do gene MTHFR
foram replicados por reacdo enzimdtica de polimerizagdo in vitro. As sequéncias dos
oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados como molde para a amplificagdo enzimdtica
dos segmentos contendo as posicoes 677 e 1298, descritas por YI e colaboradores (2002) para

aquele e FROSST e colabores (1995) para este, sdo apresentadas na Tabela 1.


http://lapoge.ufsc.br/
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Tabela 1 — Sequéncias dos primers utilizados na amplificacao por PCR dos fragmentos de DNA do gene
MTHFR que contém os SNP C677T e A1298C.

Sequéncia (5° > 3°) Tm (°C)
MTHFR 677
Senso TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA 66,6
Antissenso AGGACG GTG CGG TGA GAG TG 65,3
MTHFR 1298
Senso CAA GGA GGA GCT GCT GAA GA 62,1
Antissenso CCA CTC CAG CAT CACTCA CT 62,1

Tm, temperatura de melting. Os nucleotideos representados em negrito englobam no todo ou em parte
as sequéncias de reconhecimento das enzimas de restri¢do. Os primers intrénicos sao distinguidos por
grafia em itdlico. Fonte: elaborada pelo autor a partir de Frosst et al. (1995) e Yi et al. (2002).

As PCR foram conduzidas numa mistura reacional de 25ul contendo: 20mM de tris
HCL, pH8.,4, e 50mM de KClI (Invitrogen® 10x PCR Buffer - Thermo Fisher Scientific); 1,0-
1,5mM de MgClz; 0,2mM de cada desoxirribonucleotideo trifosfatado (ANTP); 0,12uM de cada
um dos iniciadores S e AS para as posi¢des 677 e 1298; 1,25 unidades de Tag DN A-polimerase
Invitrogen Platinum® (Thermo Fisher Scientific); e 2,4-3,2ng de DNA gendmico (gDNA),
sendo o restante do volume de reagdo completado com o equivalente em dgua deionizada.

As misturas reacionais foram incubadas no termociclador Veriti® 96-Well (Applied
Biosystems) adotando o seguindo protocolo: 95°C por 5 minutos para ativagdo da Taq DNA-
polimerase seguido de 40 ciclos repetidos de amplificacao (desnaturagdo a 95°C por 1 minuto;
anelamento a 63°C por 1 minuto para regido que contem a posi¢do 677, e, a 67°C por 1 minuto
para que contém a 1298 ; extensdo a 72°C por 1 minuto) e extensdo final da cadeia a 72°C por

7 minutos.

2.4.2 Verificaciao da Amplificacao por Eletroforese

A fim de fundamentar a progressdo a etapa seguinte do protocolo, foi verificada a
amplificacio das regides de interesse e qualidade do material genético por meio de eletroforese
em gel de agarose, onde a comparagdo das bandas formadas pelos conglomerados de moléculas
de DNA de mesmo tamanho com o marcador de peso molecular permitiu suas distingdes. Apds
adicdo do corante fluorescente GelRed® (Biotium) e solugdo carreadora (3,7mM de azul de
bromofenol + 1,2M de sacarose), procedeu-se a corrida das amostras em gel a concentracdo de
2% submerso em tampao TBE (44,6mM de tris base + 5,7mM de tris HCL + 44,5mM de 4cido
bérico + 1,3mM de 4cido etilenodiamino tetra-acético - EDTA, pH 8,0) por um periodo de 60
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(sessenta) minutos (400mA, 100V). A leitura foi realizada por transluminacdo com luz
ultravioleta (UV) seguida de fotodocumentacdo, permitindo constatar que a PCR da regidao
contendo a posi¢do 677 gera um produto de 198 pares de base (pb), enquanto o produto da
regido que contém a posicao 1298 apresenta 128 pb. Nos casos de leitura imprecisa, sobretudo,

recorreu-se ao software livre de andlise de imagem GelAnalyser® (gelanalyzer.com) a fim de

tornar a leitura dos resultados em gel o mais fidedigna possivel. Por uma questdo de
transparéncia, os resultados desta etapa foram depositados em nuvem estando disponiveis para
acesso em sua integra por meio do link:

drive.google.com/drive/folders/1ZnT sW6QOHd82{2e¢68qly4PM-Pf6GFEN1 ?usp=sharing.

2.4.3 Digestao Enzimatica por RFLP

As variantes de nucleotideos das regides amplificadas foram identificadas através da
digestao dos fragmentos por enzimas de restri¢cdo especificas que clivam fragmentos de DNA
quando identificam sitios ditos de restri¢cao, reconhecidos por sua singularidade. Esses sitios de
restricdo podem ser criados ou eliminados esporadicamente pela presenca de um polimorfismo
ou mutacdo na regido estudada (STRACHAN; READ, 2013). A variabilidade entre os
tamanhos dos fragmentos permite identificar se a enzima de restri¢do clivou o fragmento,
possibilitando, assim, verificar se os individuos possuem ou nao as substituicdes estudadas.

Aqui duas alteragdes em um unico par de nucleotideos foram exploradas: a
substituicdo de C por T na posi¢cdo 677 e de A por C na posi¢ao 1298. Para tanto, fez-se uso de
duas diferentes enzimas: (a) Hinfl, endonuclease de restricdo do tipo IIP (sistema de
reconhecimento de nucleotideos e clivagem em um tnico dominio), que reconhece o SNP na
regido 677, conforme demonstra a Figura 7; e (b) Mboll, endonuclease de restri¢ao do tipo I1S
(sistema de reconhecimento de nucleotideos e clivagem em dois diferentes dominios), que
reconhece o SNP na regido 1298, como ilustrado na Figura 8.

As condicdes para a digestao em por RFLP seguiram as recomendagdes descritas pelo
fabricante (New England BioLabs, Ipswich, MA), utilizando-se para ambas as enzimas de
restricdo o tampdo CutSmart® (500mM de acetato de potassio; 200mM de tris acetato; 100mM
de acetato de magnésio; 100pg/mL de soro albumina bovina - BSA; pH 7,9 a 25°C). O protocolo
de incubagdo para a digestdo do fragmento contendo o SNP A1298C foi otimizado para que
funcionasse alinhado ao daquele contendo o SNP C677T, logo, também em banho-maria a 37°C

por um minimo de 12 horas (overnight).


http://www.gelanalyzer.com/
https://drive.google.com/drive/folders/1ZnT_sW6QOHd82f2e68qly4PM-Pf6GFN1?usp=sharing
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Figura 8 — Atuagdo da enzima Hinfl no polimorfismo de sitio de restricio C677T

Posigdo 677 Enzima Hinf"
* s [ANTC 3
5 G A NDC 3 5 GANTC ¥ 5 (il]‘ 3-\(-, 5
; e

3 CTNAG 5 3 CTNAlG 5 3 CTNA]s
e

Sequéncia de
reconhecimento

Representacdo esquemdtica do reconhecimento e clivagem realizados pela enzima Hinfl no sitio de
restricao de sequéncia GLANTTC, efetuados a quando da presenca do alelo mutante “T° na posi¢ao 677
do gene MTHFR. Notar que a restricdo é realizada dentro da sequéncia de reconhecimento, que
caracteriza-se por ser palindromica. ‘N’ corresponde a um nucleotideo com qualquer uma das bases

nitrogenadas. Fonte: o autor (design grafico por Alessandra Vidal Dias®).

Figura 9 — Atuacdo da enzima Mboll no polimorfismo de sitio de restricio A1298C
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Representacdo esquemdtica do reconhecimento e clivagem realizados pela enzima Mboll em um dos
sitios de restri¢do de sequéncia GAAGAN-;TNJ!, efetuados a quando da presenca do alelo selvagem ‘A’
na posicdo 1298 do gene MTHFR. Destaca-se que mediante as caracteristicas estruturais da enzima, a
restricdo € realizada adjacentemente a sequéncia de reconhecimento, que se caracteriza por ser
assimétrica. ‘N’ corresponde a um nucleotideo com qualquer uma das bases nitrogenadas. Fonte: o autor
(design grafico por Alessandra Vidal Dias®).

2.4.4 Identificacao Genotipica por Eletroforese

A caracterizagdo genotipica dos pacientes e individuos controle foi realizada em
seguida a digestdo enzimadtica por meio da técnica de eletroforese em gel de agarose (4,5%;
400mA; 100V; 75 minutos). A visualizacdo dos fragmentos nos géis ocorreu por meio do
fotodocumentador MiniBIS Pro® (DNR Bio-Image Systems) e o resultado fora arquivado em
formato digital por meio do software GelCapture®. As andlises das imagens ocorreu a posteriori

com o auxilio, de igual modo, do programa GelAnalyser® para resolu¢io de casos pendentes,
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podendo ser acessadas pelo link:

drive.google.com/drive/folders/1hVucHUIpZhBSdXLXn8jATVCTXVIWCeGX?usp=sharing.

A atuacdo da enzima Hinfl sobre o produto da amplificacao por PCR da regido que
contém a posicao 677, gera trés situacdes possiveis: (1) a ndo digestdo do produto devido a
auséncia do sitio de restri¢do, o que corresponde ao genétipo CC (Figura 9A); (2) a digestdao
total do produto, gerando fragmentos menores, de 175 e 23pb, correspondendo aos individuos
de gendtipo TT (Figura 9B); e (3) a digestdo parcial do produto por se tratar de individuo de
gen6tipo CT (heterozigoto), possibilitando a observacdo de fragmentos de 198, 175 e 23pb
(Figura 9C). A Figura 10 apresenta a fotografia de um gel de agarose ap0s corrida eletroforética,
exemplificando como as identificagdes genotipicas pelas situacdes acima descritas foram

conduzidas.

Figura 10 — Representagcdo esquematica dos possiveis resultados da PCR-RFLP consoante o genétipo
do individuo para o SNP MTHFR C677T.
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Em (A) é demonstrada a ndo digestdo do produto de 198pb oriundo da PCR devido a auséncia do sitio
de restricdo em ambas as fitas do DNA, o que permite inferir que neste caso a pessoa é homozigota para
C na posi¢do 677. A trinca composta pelos nucleotideos da posicdo 677 e das duas posicdes a ela
adjacentes (direita e esquerda), constitui um cédon que transcrito traduzird para o aminoacido alanina.
Ja no caso de individuos homozigotos para T, item (B), ocorre a digestao total do produto de PCR devido
a presenca do sitio de restricdo nas duas fitas, produzindo fragmentos de 175 e 23pb. Nesse caso, a
sequéncia composta pelos nucleotideos da posi¢do 677 e das duas posi¢des diretamente adjacentes a ela,
constitui um cédon que transcrito traduzird para o aminodcido valina. Por fim, em (C), é exemplificado
o caso de uma pessoa heterozigota (CT), em que uma das fitas de DNA apresenta o sitio de restri¢do e
a outra ndo, sendo que a digestdo do produto de PCR gerard fragmentos de 198, 175 e 23pb. Fonte: o
autor (design grafico por Alessandra Vidal Dias®).

Figura 11 — Gel de agarose contendo os produtos da digestdo da regido que flanqueia o SNP C677T
apos separacdo por eletroforese (etapa final da PCR-RFLP).
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Fotografia de gel a concentracdo de 4,5% em que a transluminagdo por luz UV permite a visualizagdo
do corante intercalado aos fragmentos de DNA. A digestdo da regido que contém a posicdo 677 do gene
MTHFR, permite que se visualize fragmentos de DNA de dois tamanhos, 198 e 175pb, que indicam a
presenca dos alelos C e T, respectivamente. Assim, as amostras pertencentes aos individuos que, apds
corrida eletroforética, apresentam apenas um fragmento com 198pb indicam homozigose para o alelo
selvagem (CC); as que exibem fragmento com 175pb indicam homozigose para o alelo mutante (TT); e
a presenca de dois fragmentos, um com 198 e outro com 175pb, € indicio de heterozigose para o SNP
(CT). A presenga da banda de 23pb € subentendida, pois encontra-se na zona de fronteira da resolugio
do gel. Algumas bandas sdo assinaladas para facilitar a interpretacdo. M, marcador de peso molecular
com 20pb de diferenca entre os fragmentos. C-, controle negativo de digestdo. ND, ndo digerido. Fonte:
0 autor.

Por sua vez, a acdo da enzima Mboll sobre o produto de PCR de 128pb contendo a
posicdo 1298, gera também trés possiveis situacdes: (1) os individuos homozigotos AA, por
contarem com dois sitios de restricdo, apresentam trés fragmentos, um de 72pb e dois de 28pb
(Figura 11A); (2) os individuos homozigotos CC apresentam apenas dois fragmentos, sendo
um de 100pb e o outro de 28pb, pois a substituicdo acarreta na alteracdo de um dos sitios de

restricdo (Figura 11B); e (3) os individuos AC (heterozigotos) sdo identificados pela presenca
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de trés fragmentos, de 100, 72 e 28pb (Figura 11C). A fotografia de um gel de agarose resultante
de corrida eletroforética pode ser observado na Figura 12, o qual exemplifica como se deram

as identificacdes genotipicas pelas situagdes acima descritas.

Figura 12 — Representagdo esquemadtica dos possiveis resultados da PCR-RFLP consoante o gendtipo
do individuo para o SNP MTHFR A1298C.
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Em (A) € demonstrada a digestdo total do produto de 128pb oriundo da PCR devido a presenca de dois
sitios de restricdo em ambas as fitas do DNA, produzindo fragmentos de 72 e 28pb, o que permite inferir
que neste caso a pessoa € homozigota para A na posi¢do 1298. A trinca composta pelos nucleotideos da
posicdo 1298 e das duas posicdes a ela adjacentes (direita e esquerda), constitui um cédon que transcrito
traduzird para o aminodcido glutamato. J4 no caso de individuos homozigotos para C, item (B), ocorre
a digestdo parcial do produto de PCR devido a presenga de um tinico sitio de restricdo em cada uma das
fitas, produzindo fragmentos de 100 e 28pb. Nesse caso, a sequéncia composta pelos nucleotideos da
posicdo 1298 e das duas posi¢cdes diretamente adjacentes a ela, constitui um céddon que transcrito
traduzird para o aminodcido alanina. Por fim, em (C), € exemplificado o caso de uma pessoa
heterozigota (CT), em que uma das fitas de DNA apresenta um tnico sitio de restri¢do e a outra ambos,
sendo que a digestdo do produto de PCR gerard fragmentos de 100, 72 e 28pb. Fonte: o autor (design
grafico por Alessandra Vidal Dias®).
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Figura 13 — Gel de agarose contendo os produtos da digestdo da regido que flanqueia o SNP A1298C
apos separacdo por eletroforese (etapa final da PCR-RFLP).
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Fotografia de gel a concentracdo de 4,5% em que a transluminagdo por luz UV permite a visualiza¢io
do corante intercalado aos fragmentos de DNA. A digestdo da regido que contém a posi¢do 1298 do
gene MTHFR, permite que se visualize fragmentos de DNA de trés tamanhos, 100, 72 e 28pb. As
amostras pertencentes aos individuos que, apds corrida eletroforética, apresentam apenas os fragmento
com 72 e 28pb indicam homozigose para o alelo selvagem (AA); as que exibem apenas os fragmentos
com 100 e 28pb indicam homozigose para o alelo mutante (CC); e a presenca de todos os trés
fragmentos, 100, 72 e 28pb, € indicio de heterozigose para o SNP (AC). Algumas bandas sdo assinaladas
para facilitar a interpretacdo. M, marcador de peso molecular com 20pb de diferenca entre os
fragmentos. C-, controle negativo de digestdo. ND, ndo digerido. Fonte: o autor.

2.5 TRATAMENTO DOS DADOS E ANALISE ESTATISTICA

A fim de se obter maior acurdcia nas andlises estatisticas a que os resultados da
genotipagem seriam submetidos, inicialmente foi conduzido o que o autor por conveniéncia
nomeou de ‘semipareamento’. Em suma, de um pequeno banco de individuos controle
genotipados em parceria com outro integrante do LAPOGE, selecionou-se aqueles que se
aproximavam em idade, sexo bioldgico e origem étnico-racial aos pacientes até obter-se
semelhante percentual em relacdo a estas caracteristicas, atingindo a propor¢do caso-controle
aproximada de 1:1. Assim sendo, o método caso-controle aqui utilizado caracteriza-se por uma
mistura de pareado com nao-pareado, logo, modificado (BAPTISTA; CAMPOS, 2016).

Na comparagdo entre grupo caso e grupo controle, lancou-se mao de métodos
estatisticos cldssicos de andlise epidemioldgica para este tipo de desenho experimental
(BORGAN et al., 2018). De inicio, estabeleceu-se as frequéncias alélicas e genotipicas nos
pacientes com AR e individuos controle para os polimorfismos nas posi¢cdes 677 e 1298. A
seguir, foi verificado se as distribuicdes génicas em ambos 0s grupos eram passiveis de seguir

um padrao de flutuagdo ao longo das geragdes, logo, se se encontravam em equilibrio de Hardy-
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Weinberg (EHW). Feito isso, dado pertencerem ao mesmo gene, confirmou-se estatisticamente
se os dois loci sao herdados em bloco (linkage), o que conduz a associa¢do ndo aleatdria entre
seus alelos (desequilibrio de ligacao). Admitido que se poderia tomar os alelos e genétipos dos
dois loci como haplétipos e diplétipos, respectivamente, procedeu-se ao cdlculo de frequéncia
das combinagdes genotipicas e haplotipicas. Por fim, a andlise de associacdo por meio da
estatistica odds ratio (OR) permitiu pressupor se dado alelo, genétipo, haplétipo e/ou diplétipo
do SNP C677T ou A1298C ofereceria suscetibilidade ao desenvolvimento de AR.

O nivel de confianca adotado para todos os teste de hipétese conduzidos foi de 95%,
o que significa dizer que para cada teste estatistico 95% dos intervalos de confianca (IC)
construidos a partir das amostras contiveram o resultado calculado. Sendo o nivel de
significancia o complemento do nivel de confianca, assumiu-se um valor de p menor que 0,05

(5%) como a probabilidade de erro, logo, de que as associacdes realizadas fossem espurias.

2.5.1 Estimativas das frequéncias alélicas e genotipicas

As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos nas posicdes 677 e 1298 do
gene MTHFR em pacientes e grupo controle foram estimadas por contagem direta. Para
validacdo dos célculos foi utilizado a versdo 4.2 do pacote de softwares livre de andlises
estatisticas para  genética de  populacdes GENEPOP® (disponivel  em

wbiomed.curtin.edu.au/genepop), que adota em suas estimativas as equagoes:

2ni+Xn;;
€
n..
X;=— 2)
n

Em que:

[TELIN

xi € a frequéncia do alelo “i”’;

Xii é a frequéncia do genotipo “ii”’;

nii e njj se referem ao nimero de homozigotos e heterozigotos observados para o alelo i,
respectivamente; e

n corresponde ao numero de individuos analisados.
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2.5.2 Aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg

O principio de Hardy-Weinberg estabelece um padrdo tedrico para o comportamento
alélico ao longo das geragdes. Na pratica, ele ajuda a perceber se a populacdo se encontra ou
ndo em equilibrio, chamando a atengdo para os possiveis fatores evolutivos que estdo atuando.

Assim sendo, a fim de poder se trabalhar com as observacdes feitas ao nivel gamético,
fez-se necessdrio verificar se as frequéncias génicas observadas se aderem as propor¢des de

Hardy-Weinberg, para o que se pode aplicar a expansao do seguinte bindmio:
2
(i +x;)" = x7 + 2 x;x; + 2x7 (3)

Em que:
xi? é a frequéncia esperada de homozigotos para o alelo i;
2 xixj € a frequéncia esperada do heterozigoto ij; e

2x7 € a frequéncia esperada dos homozigotos para o alelo j.

No caso do presente estudo a adesdo foi estimada por meio do teste de probabilidade
(“teste exato de Hardy-Weinberg”) disponivel no programa GENEPOP® (RAYMOND:;
ROUSSET, 1995a; ROUSSET, 2008), versao 4.2. A hipdtese nula de ‘unido aleatoria dos
gametas’ foi testada pelo programa por meio da estatistica de qui-quadrado (%), com estimativa
sem viés dos valores exatos de p pelo método da cadeia de Markov (GUO; THOMPSON, 1992).
O valor p, por sua vez, ¢ obtido a partir da distribui¢do 2, como a probabilidade de se encontrar
um valor maior ou igual ao valor de %> calculado com os dados observados. O teste de ¥ de
aderéncia ¢é utilizado quando se objetiva verificar se propor¢des/frequéncias observadas estao
de acordo com proporcdes/frequéncias previstas ou esperadas por teorias ou hipdteses, cujo

célculo se d4 pela seguinte equacdo somatoria:

2
—_y2 y2 (9i~Eij
X = 22,37, ) ©
Em que:
Ojj € a frequéncia genotipica observada de homozigotos para o alelo selvagem, heterozigotos

ou homozigotos para o alelo mutante; e

Eijé a frequéncia genotipica esperada para as mesmas categorias.
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2.5.3 Desequilibrio de Ligacao Genotipica

A fim de confirmar a pressuposicao tedrica de heranca em bloco (linkage) dos sitios
polimérficos em estudo devido a proximidade fisica, testou-se a hipdtese de desequilibrio de
ligacdo. Assim foi explorado se os genétipos em um locus independem ou nao dos gendtipos
do outro locus. Para tanto, foi empregado o teste de razao de verossimilhanca (teste G) para
cada par de loci em cada populacdo, utilizando o algoritmo da cadeia de Markov (RAYMOND;
ROUSSET, 1995b), disponivel no programa GENEPOP® (RAYMOND; ROUSSET, 1995a;
ROUSSET, 2008), versao 4.2.

2.5.4 Diferenciacao Genética dos Grupos Amostrais

Com a andlise da diferenciagdo génica e genotipica das populacdes, buscou-se
verificar se os grupos caso e controle assemelhavam-se geneticamente, pois esta confirmagio
serviria de garantia extra acerca da homogeneidade da amostra e adequada genotipagem.
Novamente recorreu-se a versdo 4.2 do programa GENEPOP® (RAYMOND; ROUSSET,
1995a; ROUSSET, 2008). Neste caso o software gera automaticamente tabelas de contingéncia
RxC para comparagdo de cada locus por par de populacdes, sendo R o nimero de populagdes
e C o nimero de alelos para cada locus. Assim, duas hipoteses nulas foram testadas: de que (a)
os alelos compartilham da mesma distribuicio em ambas as populacdes, e de que (b) os
genotipos compartilham da mesma distribuicdo em ambas as populacdes. A estimativa dos
valores de p foi realizada aplicando o teste G exato baseado na fun¢do de log-verossimilhanga,

correspondente a op¢do padrio fornecida pelo programa para a andlise (GOUDET et al., 1996).

2.5.5 Analise de Associacao Estatistica

A fim de avaliar os SNP estudados como marcadores de suscetibilidade a AR, utilizou-
se como medida da for¢a de associa¢do o célculo da odds ratios* (OR). Em suma, a OR pode
ser compreendida como o resultado de uma andlise quantitativa que permite estimar o grau de

associacdo entre as variaveis estudadas, dado que, conforme Haddad (2004), exprime quantas

4 Diferentes traducdes da expressdo para a lingua portuguesa podem ser consideradas, como,
a exemplo, razdo de possibilidades (TAPIA; NIETO, 1993), razdo de produtos cruzados (LOPEZ—
CERVANTES et al., 1994), razao de vantagens probabilisticas (HADDAD, 2004) ou ainda razdo de
chance (VIEIRA, 2018).
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vezes o cardter em estudo (um alelo especifico, por exemplo) é mais frequente entre os
portadores de um determinado fator (no caso, a AR) do que entre aqueles que nao possuem o
mesmo fator (grupo controle). Entretanto, uma consideracdo aqui tida em conta € que, apesar
de a hipétese em estudo propor uma relacdo de causa e efeito, a OR evidencia somente a
probabilidade de associacdo entre a doenca e a exposi¢ao ao fator de risco, sendo que para se
inferir uma relacdo causal a quando de uma associacao significativa, também se faz necessario
ponderar outros fatores de influéncia (BAPTISTA; CAMPOS, 2016). Assim sendo, somado
aos valores dos calculos da OR, pesou-se que: (1) por se referirem a caracteristicas genéticas,
que a exposi¢do aos fatores de risco € anterior ao desenvolvimento da doenca (sequéncia
temporal); (2) quanto maior valor obtido para a OR, maior a probabilidade de relacdo causal
(intensidade de associacdo); (3) a presengca em dobro de um alelo com associacio positiva torna
mais plausivel sua relacdo causal (gradiente biol6gico); (4) os resultados obtidos encontram
consisténcia em comparagdo a estudos semelhantes conduzidos com diferentes populacoes
(consisténcia); (5) as associacdes obtidas sdo coerentes com o conhecimento cientifico
disponivel (coeréncia); (6) que a doenga ndo € decorrente de apenas uma causa, logo, ha
multicasualidade (especificidade).

Logo, devido a amostragem selecionada, as chances de ter a doenca ndo sdo
diretamente mensurdveis. No entanto, convenientemente, a OR da doenca € matematicamente
equivalente a OR de exposi¢cdo (a probabilidade de exposi¢do em casos versus controles),
podendo ser calculada diretamente a partir das frequéncias de exposi¢cdo (CLAYTON, 2007).

Os valores de OR foram calculados por meio de andlise estratificada (teste da relacdo
de risco de um Unico fator por vez) conforme a equagao (5), adaptada de Schneider (2002), com
seus respectivos IC e valores de p estimados empregando o programa de livre acesso HDS
EpiMax Table Calculator (HEALTH DECISION STRATEGIES, 2012). A fim de facilitar as
operacdes matemadticas, os subgrupos foram organizados conforme a Tabela 2. A associac¢do

pode assim ser testada por y? para independéncia das linhas e colunas da tabela de contingéncia.

_ gl x g4 5)
g2 x g3

Em que:

gl corresponde ao nimero de casos expostos ao fator de risco;

g2 se refere ao nimero de casos ndo expostos ao fator de risco;

g3 se refere ao nimero de controles expostos ao fator de risco; e

g4 corresponde ao nimero de controles nao expostos ao fator de risco.
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Tabela 2 — Tabela de contingéncia para a composi¢do dos subgrupos amostrais em ECC

Expostos ao fator de risco Casos Controles Total
Sim gl g2 gl+g2
Nao g3 g4 g3+g4
Total gl+g3 g2+g4 gl+g2+g3+g4

Fonte: adaptada pelo autor de Schneider (2002).

Para além da andlise de associacdo per se dos alelos e gendétipos dos polimorfismos
estudados, esta também foi conduzida sob dois modelos de heranga, dos quais o recessivo e o
dominante comum, no intuito de fazer observa¢des mais apuradas dos mecanismos que
envolvem o risco da presencga e investigar a penetrancia da AR e sua relacdo com ambos os
pontos de variacdo. A penetrancia da enfemidade associada com um dado genétipo nada mais
€ do que o risco da doenca em individuos portadores desse genotipo. Os modelos de penetrancia
da doenca, que implicam uma relacdo especifica entre gendtipo e fendtipo, incluem o
multiplicativo, o aditivo, o dominante comum e o recessivo comum. Em relagdo a estes tltimos,
assumindo um parametro de penetranciay (y > 1), um modelo recessivo comum indica que duas
copias do alelo de risco s@o necessarias para um aumento y vezes no risco de doenga. J& o
modelo dominante comum indica que duas ou mesmo uma cépia do alelo de risco basta para
um aumento y vezes no risco de doenga (CLARKE et al., 2011). A selecdo desses modelos
dentre os demais se deu a priori e por conveniéncia, conforme orientam Horita e Kneko (2015).

As reconstrugdes dos haplotipos para os SNP C677T e A1298C foram realizadas pelo
método PHASE (STEPHENS; SMITH; DONNELLY, 2001; STEPHENS; DONNELLY,

2003), utilizando a versdo 2.1 do software homonimo (stephenslab.uchicago.edu/phase).

Para as inferéncias (‘faseamento’), foram considerados apenas os haplétipos com
probabilidade de certeza maior ou igual a 90% para as fases alélicas. Aquelas amostras que nao
alcancaram esse valor foram removidas devido ao seu potencial para introduzir viés as andlises.
Realizou-se os calculos das frequéncias dos hapl6tipos e das respectivas combinacdes
haplotipicas, bem como de suas odds ratio para comparacao caso-controle.

Ademais, a fim de dar credibilidade aos haplétipos inferidos, resta assinalar que junto
ao faseamento o programa conduzira o chamado ‘teste de permutagdo caso-controle’, para o
qual a hipétese nula foi a de que os haplétipos de casos e controles sdo uma amostra aleatéria
de um unico conjunto de frequéncias de haplotipos; e a hipétese alternativa de que os casos sao
mais semelhantes a outros casos do que aos controles. O teste utilizado considera a similaridade
dos haplétipos (em vez de apenas se sdo iguais ou diferentes) e, desse modo, pode ter poder

mesmo quando cada haplétipo da amostra € inico (STEPHENS; SMITH; DONNELLY, 2001).


http://stephenslab.uchicago.edu/phase/download.html
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3 RESULTADOS

O tabelamento dos resultados sobre os quais a seguir se discorre, tanto em dados brutos
como aqueles decorrentes de tratamento estatistico, encontra-se disponivel para consulta em
sua integra pelo seguinte link: https://drive.google.com/file/d/1sxVOIkPqf9Rc qCFUnnaZ-
M4iJXBgdNX/view ?usp=sharing.

3.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

No presente estudo a amostragem contou com um total de 322 individuos. Destes, 161
sdo pacientes portadores de AR (grupo caso), com os 161 da outra parcela caracterizando o
grupo controle, uma vez que, conforme por eles declarado, ndo possuem histérico pessoal ou
parentesco com pessoas acometidas por AR e/ou outras DAI Dentre os pacientes, 116
individuos foram genotipados para ambos os loci, 677 e 1298, ao passo que para o grupo
controle este nimero foi o equivalente a 80 individuos. Devido a exclusdo de amostras que
apresentaram elevado nivel de incerteza no procedimento de inferéncia haplotipica, conforme
notar-se-a4 mais adiante no texto, esse nimero de ‘matchs’ reduziu-se para 93 e 66 pessoas,

respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3 — Caracterizacdo quantitativa do contingente de individuos genotipados e sua variagdo
conforme o grupo amostral (pacientes ou controle) e SNP do gene MTHFR (C677T ou A1298C), bem
como em dois momentos distintos da andlise de associagao.

Individuos Genotipados, n (%)

MTHFR Match
Grupo Amostral C677T A1298C Pré-faseamento Pés-faseamento
Pacientes 160 (49,85) 117 (59,39) 116 (59,18) 93 (58,49)
Controle 161 (50,15) 80 (40,61) 80 (40,82) 66 (41,51)
Total 321 197 196 159

n, numero amostral. Fonte: o autor.

As pessoas amostradas sdo em sua totalidade residentes do estado de Santa Catarina,
em grande parte da regido da Grande Floriandpolis. Quanto a proveniéncia, tanto os pacientes
(Figura 13) quanto os controles (Figura 14) sdo em sua maioria catarinenses, com 79% e 68%
de prevaléncia, respectivamente. No caso dos pacientes, a naturalidade se concentra nas regioes
sul e sudeste, somente ndo havendo representagdo de naturais do Espirito Santo e Rio de

Janeiro. Em 7% dentre os casos esta informag@o ndo constava no banco de dados. No que diz


https://drive.google.com/file/d/1sxV0lkPqf9Rc_qCFUnnaZ-M4iJXBgdNX/view?usp=sharing
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respeito ao grupo controle, em adicdo as regides sul e sudeste (com excecdo do Rio de Janeiro),
também foram amostrados individuos naturais da regido nordeste, excetuando-se do estado de
Alagoas. Coincidentemente, para 7% das amostras também ndo se teve acesso a informacgao

sobre naturalidade.

Figura 14 — Mapa coroplético da distribuicdo percentual da frequéncia de pacientes de acordo com a
naturalidade.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 15 — Mapa coroplético da distribui¢do percentual da frequéncia dos controles de acordo com a
naturalidade.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Para além da origem geografica, a Tabela 4 apresenta em ndmeros absolutos e
percentuais a caracteriza¢do epidemioldgica dos pacientes com AR e grupo controle também

com relagdo a sexo bioldgico, idade e origem étnico-racial. No que diz respeito a este ultimo,
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cabe ressaltar que o pertencimento dos individuos fora definido pela congruéncia entre a hetero
e autoatribuicdo da cor de pele, bem como ascendéncia, constantes dos questiondrios de dados
epidemioldgicos (Anexos B e D). Nota-se que a maioria do grupo caso e, consequentemente,
do grupo controle, constitui-se de mulheres (88,82%), euro-brasileiras (80,42% dentre os
pacientes, 79,59% para o grupo controle) e com idade variando entre 41 e 66 anos para as

pacientes e entre 36 e 63 anos para aquelas do grupo controle.

Tabela 4 — Caracterizacdo epidemioldgica dos pacientes com AR e do grupo controle.

Pacientes, n (%) Total, n* Controle, n (%) Total, n*

Sexo Biologico

Feminino 143 (88,82) 161 143 (88,82) 161
Masculino 18 (11,18) 161 18 (11,18) 161
Origem Etnico-racial

Euro-brasileiro 115 (80,42) 143 117 (79,59) 147
Afro-brasileiro 19 (13,29) 143 21 (14,29) 147
Amerindio-brasileiro 9(6,29) 143 9(6,12) 147
Idade

(Média + Desvio Padrio) 53,46 + 12,36 161 49,53 + 13,88 161
Naturalidade (por

Regiao Geogrifica)

Sul 145 (96,67) 150 131 (87,33) 150
Sudeste 5(3,33) 150 12 (8) 150
Nordeste 0 (0) 150 7(4,67) 150

n, nimero amostral. * O valor de ‘n’ variou devido & disponibilidade de dados para a categoria. Fonte:
0 autor.

O aprofundamento da exploragdo dos dados relativos a idade por meio da distribui¢do
das frequéncias de pacientes por faixa etdria, permitiu evidenciar, dentre outros pela assimetria
apresentada (Figura 15), que 71% deles possui mais do que 50 anos. Tal resultado € congruente
com o conhecimento ji popularizado de que a prevaléncia de casos de AR se da a partir da
quinta década de vida, bem como de que é mais comum em mulheres do que em homens, como
corrobora o presente estudo.

E importante notar que a semelhanca que a distribuicdo das frequéncias por faixa etaria
no grupo controle (Figura 16) possui com aquela no grupo caso, origina-se principalmente do
fato de ter sido realizado o ‘semipareamento’ entre o grupos, o que apesar de atenuar varidveis
de confusdo, leva ao enviesamento das idades amostradas para os controles, também

evidenciado pela semelhante distribui¢do assimétrica das frequéncias.
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Figura 16 — Distribuicdo das frequéncias de pacientes por faixa etdria aproximadas pelo modelo normal.
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FMP, Fungcdo Massa de Probabilidade. A linha em cinza representa a disposicdo dos dados esperada
caso se distribuissem simetricamente. Fonte: o autor.

Figura 17 — Distribui¢c@o das frequéncias do grupo controle por faixa etdria aproximadas pelo modelo
normal.
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FMP, Fun¢do Massa de Probabilidade. A linha em cinza representa a disposi¢cdo dos dados esperada
caso se distribuissem simetricamente. Fonte: o autor.
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3.2 ANALISES ESTATISTICAS

3.2.1 Calculo de Frequéncias e Adesao ao Equilibrio de Hardy-Weinberg

As frequéncias obtidas para os alelos e gendtipos dos polimorfismos na posi¢ao 677
(C677T) e 1298 (A1298C) do gene MTHFR estao expostas nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.
N3ao havendo a necessidade de compensar fatores que levassem a desvios das expectativas de
Hardy-Weinberg, a adesao ao equilibrio proposto pela lei foi confirmada em ambos os grupos,
tanto caso como controle. Em relagdo ao SNP C677T o qui-quadrado () calculado para os
pacientes e grupo controle foi de 0,492 e 0,303, respectivamente (Tabela 5); ambos menores do
que 0 %c; 0.0s: 1 (qui-quadrado critico ao nivel de significancia de 0,05 e com 1 grau de liberdade)
correspondente a 3,841. J4 para o polimorfismo A1298C o y? calculado para pacientes foi de
0,573, enquanto que para o grupo controle foi de 0,282 (Tabela 6). O EHW foi confirmado
também ao considerar os loci conjuntamente (x> de 10,167 < x%; 0,05; 8; p = 0,253). Assinala-se
que se realizou a adog@o de 1 grau de liberdade e ndo 2 graus, como estd implicito nas dimensoes
da tabela de contingéncia, pois as frequéncias alélicas foram estimadas a partir da amostra

genotipica sob teste, em vez de obtidas a partir de dados de genotipagem externa.
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Tabela 5 — Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo na posi¢cao 677 do gene MTHFR (C677T) em pacientes com AR e no grupo controle.

Pacientes, n (%) Controle, n (%) OR (IC 95%) p
ALELOS
C 228 (71,25) 211 (65,53) 2,374 (1,027 - 5,592) 0,042%
T 92 (28,75) 111 (34,47) 0,850 (0,535 - 1,351) 0,540
Total 320 322 - -
GENOTIPOS Observados, n (%) Esperados, n (%) Observados, n (%) Esperados, n (%)
CC 78 (48,75) 81 (50,70) 72 (44,72) 69 (42,87) 1,176 (0,740 - 1,868) 0,540
CT 72 (45,00) 66 (41,10) 67 (41,61) 73 (45,32) 1,148 (0,720 - 1,830) 0,617
TT 10 (6,25) 13 (8,20) 22 (13,66) 19 (11,81) 0,421 (0,179 - 0,974) 0,042*
Total 160 161 - -

¥ =0,492 - - 0,483

EHW - v*=0,303 - 0,582

EHW, Equilibrio de Hardy-Weinberg; IC, intervalo de confianga; n, nimero amostral; OR, odds ratio; p, probabilidade de significancia; y*, qui-quadrado. * Valor de

p considerado significativo (< 0,05). Fonte: o autor.

Tabela 6 — Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo na posicdo 1298 do gene MTHFR (A1298C) em pacientes com AR e no grupo controle.

Pacientes, n (%) Controle, n (%) OR (IC 95%) p
ALELOS
A 153 (65,38) 91 (56,88) 1,529 (0,631 - 3,731) 0,412
C 81 (34,62) 69 (43,13) 0,658 (0,331 - 1,306) 0,259
Total 234 160 - -
GENOTIPOS Observados, n (%) Esperados, n (%) Observados, n (%) Esperados, n (%)
AA 53 (45,30) 50 (42,65) 28 (35,00) 26 (32,19) 1,519 (0,766 - 3,021) 0,259
AC 47 (40,17) 53 (45,46) 35 (43,75) 39 (49,36) 0,857 (0,435 - 1,687) 0,748
CC 17 (14,53) 14 (11, 89) 17 (21,25) 15 (18,44) 0,654 (0,268 - 1,584) 0,412
Total 117 80 - -

v =0,573 - - 0,449

EHW - v? =0,282 - 0,592

EHW, Equilibrio de Hardy-Weinberg; IC, intervalo de confianga; n, nimero amostral; OR, odds ratio; p, probabilidade de significincia; y?, qui-quadrado. Fonte: o

autor.
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3.2.2 Diferenciacao Genética dos Grupos Amostrais

Para ambos os loci polimérficos em andlise os alelos compartilham da mesma
distribuicdo, tanto na populagdo de pacientes quanto na populacio do grupo controle. Logo, o
valor de y* obtido, de 8,718, foi menor do que 0 % 0,0s; 4, de 9,488, bem como, o valor de p
calculado (0,068) foi maior do que o nivel de significancia fixado (0,05). De igual modo, os
gendtipos compartilham da mesma distribui¢do nas populacdes de pacientes e grupo controle
para ambos os SNP, C677T e A1298C. Neste caso o x> obtido corresponde a 8,513, também

menor do que 0 ¥ 0,054, com o valor de p calculado de 0,074.

3.2.3 Desequilibrio de Ligacao

Os gendtipos em ambos os /oci demonstraram-se interdependentes, logo, conforme
previsto, sdo herdados em bloco (linkage). O valor de %> obtido, de 12,0593, é maior do que o
valor de y°c; 0,05; 4 (9,488). Além disso, os valores de p calculados para a grupo dos pacientes e
dos pacientes conjuntamente com o grupo controle foram ambos menores do que o nivel de
significincia definido (0,05), dos quais 0,007 e 0,017, respectivamente. Apenas o valor de p
para a populacdo do grupo controle foi maior que o nivel de significancia fixado (p = 0,328).
Neste tocante, por mais que o valor de p para a populacdo controle ndo va ao encontro daquele
para os casos, deu-se maior peso para a tomada de decisdo ao valor de p quando levado em
consideragdo ambas as populacdes, inclusive pela literatura fornecer subsidios para que se

acredite que de fato os SNP estejam ligados (pertencem ao mesmo gene).

3.2.4 Analise de Associacao Estatistica

Para o polimorfismo C677T do gene MTHFR, a andlise de associa¢do de alelos e
gendtipos por meio do cédlculo de OR demonstrou que, devido a alta intensidade de associacao
(OR = 2,374), a presenca do alelo selvagem ‘C’ provavelmente é um fator de risco para o
desenvolvimento da AR (Tabela 7). Também foi possivel verificar, pelo modelo de heranca
recessivo comum, que o genodtipo “TT” (OR = 0,421), constituido por dois alelos mutante, é
possivelmente um fator protetor para a AR. Em congruéncia aos resultados anteriores, pelo
modelo de heranga dominante comum, genoétipos que contam com o alelo ‘C’ (‘CC’ e ‘CT’;

OR = 2,374) foram reconhecidos como possiveis fatores de risco para o desenvolvimento da
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AR. Nota-se, ainda, que trés das quatro odds ratio para os genétipos do SNP C677T, obtiveram

valores de p préximos ao nivel de significancia fixado (p < 0,05).

Tabela 7 — Resultados de odds ratio para medida da associacdo entre a presenca de alelos/genétipos, e
sob dois modelos padrdo de heranca, do polimorfismo MTHFR C677T e a predisposicao a AR.

OR IC 95% )4
ALELOS
C 2,374 1,027 - 5,592 0,0422
T 0,850 0,535 - 1,351 0,540
GENOTIPOS
CCversus TT 2,383 0,991 - 5,828 0,052
CT versus TT 2,364 0,997 - 5,816 0,057
TT versus CC 0,420 0,172 - 1,009 0,052
CT versus CC 0,992 0,609 - 1,617 0,999
MODELO DE HERANCA
Recessivo Comum
CC versus (CT + TT) 1,176 0,740 - 1,868 0,540
TT versus (CC + CT) 0,421 0,179 - 0,974 0,0422
Dominante Comum
(CC + CT) versus TT 2,374 1,027 - 5,592 0,0422
(TT + CT) versus CC 0,850 0,535 - 1,351 0,540

IC, intervalo de confianca 95%; OR, odds ratio (razao de chance); p, probabilidade de significancia. ‘a’
indica um valor de p considerado significativo (< 0,05). ‘b’ se refere ao valor de p passivel de
significincia estatistica no caso de aumento do nimero amostral. Fonte: o autor.

Tabela 8 — Resultados de odds ratio para medida da associag@o entre a presenca de alelos/genétipos, e
sob dois modelos padrdo de heranca, do polimorfismo MTHFR A1298C e a predisposi¢cdo a AR.

OR IC 95% p
ALELOS
A 1,587 0,71 - 3,551 0,302
C 0,650 0,347 - 1,217 0,195
GENOTIPOS
AA versus CC 1,893 0,777 - 4,625 0,181
AC versus CC 1,343 0,559 - 3,233 0,605
CC versus AA 0,528 0,216 - 1,286 0,181
AC versus AA 0,709 0,358 - 1,403 0,367
MODELO DE HERANCA
Recessivo Comum
AA versus (AC + CC) 1,538 0,822 - 2,886 0,195
CC versus (AA + AC) 0,630 0,282 - 1,409 0,302
Dominante Comum
(AA + AC) versus CC 1,587 0,710 - 3,551 0,302
(CC + AC) versus AA 0,650 0,347 - 1,217 0,195

IC, intervalo de confiangca 95%; OR, odds ratio (razdo de chance); p, probabilidade de significancia.
Fonte: o autor.
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Em relagcdo ao polimorfismo A1298C, a andlise de associacdo de alelos e gendtipos
demonstrou que simplesmente ndo hd relagdo significativa entre esse polimorfismo e a
predisposicdo ou ndo a AR (vide Tabela 8, supracitada).

O célculo da OR para as combinagdes genotipicas (haplétipos) dos SNP na posicao
677 e 1298 em pacientes e no grupo controle, permitiu identificar o haplétipo T/C (OR = 0,358)
como possivel fator protetivo em relacdo ao desenvolvimento da AR (Tabela 9).

Por sua vez, a andlise da distribuicao das frequéncias das combinag¢des haplotipicas
para os polimorfismos C677T e A1298C possibilitou identificar o diplétipo TA/TC (OR =
0,050) como passivel de assinalar prote¢do para a AR naqueles que o possuem (Tabela 10).
Neste caso, em razdo de nao haver representatividade para o diplétipo TA/TC dentre os
pacientes, foi adotada a correcdo de Haldane-Anscombe (RUXTON; NEUAUSER, 2013), a
qual consistiu em, previamente ao calculo da odds ratio, somar 0,5 aos valores obtidos para o

nimero de pacientes e individuos controle, expostos € ndo expostos ao fator de risco.

Tabela 9 — Distribuicdo das frequéncias dos haplétipos para C677T e A1298C do gene MTHFR em
pacientes e grupo controle e suas respectivas probabilidades de associagdo a AR

Pacientes Controle
2n=186 (%) 2n=132 (%) OR (IC55%) p
Haplétipo (677/1298)
C/A 90 (48) 49 (37) 1,588 (0,982 - 2,570) 0,060
C/C 51 (27) 43 (33) 0,782 (0,467 - 1,309) 0,386
T/A 38 (20) 27 (20) 0,998 (0,555 - 1,802) 0,999
T/C 7 (4) 13 (10) 0,358 (0,125 - 0,996) 0,049%*

IC, intervalo de confianga 95%; n, nimero amostral; OR, odds ratio; p, probabilidade de significancia.
* Valor de p considerado significativo (< 0,05). Fonte: o autor.

Tabela 10 — Distribuicdo das frequéncias dos diplétipos para C677T e A1298C do gene MTHFR em
pacientes e grupo controle e suas respectivas probabilidades de associacdo a AR

Pacientes Controle
n=116(%) n=80(%) OR (IC95%) p
Diplétipo
CA/CA 20 (22) 11 (17) 1,370 (0,567 - 3,350) 0,578
CA/CC 24 (26) 15 (23) 1,183 (0,531 - 2,647) 0,797
Cc/cC 12 (13) 12 (18) 0,667 (0,257 - 1,730) 0,489
CA/TA 26 (28) 12 (18) 1,746 (0,758 - 4,068) 0,217
CC/TC 33 4 (6) 0,517 (0,088 - 2,860) 0,641
TA/TA 6 (3) 5(8) 0,841 (0,214 - 3,357) 0,999
TA/TC 0 (0) 6(9) 0,050 (0,000 - 0,716) 0,016%*
TC/TC 2(2) 1(2) 1,429 (0,099 - 40,170) 0,999

IC, intervalo de confianga 95%; n, nimero amostral; OR, odds ratio; p, probabilidade de significancia.
* Valor de p considerado significativo (< 0,05). Fonte: o autor.
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4 DISCUSSAO

No que diz respeito aos aspectos qualitativos, trés fatos apontam para a adequada
amostragem da populacdo-fonte: (1) o grupo de pacientes apresentarem congruéncia com o
padrdo de distribui¢do de dados epidemioldgicos referentes a sexo e idade para a AR; (2) as
proporgdes alélicas para o niimero amostral total terem aderido ao EHW (y?de 10,167 < x%c; 0,05;
8; p = 0,253) sem a necessidade de compensacdo de fatores que levassem ao desvio das
expectativas; (3) o fato de o resultado para a andlise de ligacdo ter se mostrado significativo,
mesmo diante da ciéncia de heranga em bloco; e (4) os alelos distribuirem-se homogeneamente,
conforme demonstra a andlise de diferenciacdo génica (x> de 8,718 < y% 0.05; 4; p = 0,068) e
genotipica (x> de 8,513 < y%: 00s; 4; p = 0,074). Logo, pode-se afirmar que a amostra é
representativa da realidade e possibilita a generalizacdo com credibilidade dos resultados para
o universo da populagdo catarinense.

Em termos quantitativos, o tamanho amostral aplicado € semelhante ou superior,
poucas vezes inferior, aos encontrados na literatura catarinense e brasileira de referéncia para
o mesmo desenho experimental, levando a acreditar na sua adequada estimativa. Ainda assim,
0 aumento do numero amostral pode desvelar nuances ndo captadas pelo nivel de acuricia das
andlises estatisticas. Isso sobretudo no tocante ao polimorfismo C677T, que apresentou valores
de p muito préximos ao estabelecido pelo nivel de significancia nas andlises de associagdo de
risco a doenga para algumas das combinagdes alélicas e genotipicas.

Mesmo sendo o HU-UFSC um hospital de referéncia regional no atendimento a
pacientes com doencas reumadticas, a andlise da proveniéncia dos individuos amostrados
permitiu descartar a possibilidade de um vi€s em sua selecdo, uma vez que é notdvel que os
portadores de AR buscam por cuidado e/ou sdo encaminhados devido a proximidade geogréfica
do hospital com seus lugares de origem. Basicamente, com alguma generaliza¢ao, o HU-UFSC
retine em um so lugar os pacientes com AR em busca de tratamento de todo o estado de Santa
Catarina, permitindo corroborar com a literatura no que diz respeito a boa representatividade
para o grupo caso que este tipo de populacdo-fonte fornece. Ademais, outras situagdes que se
somam para a definicdo do viés de Berkson, sdo amenizadas se levado em conta o fato de a AR
ser uma doenca cronica e que, desde que adequadamente tratada, ndo implica em internacdes
para tratamento intensivo, mas sim em acompanhamento médico continuado de sua evolucao.

A maioria dos estudos populacionais relacionando alelos ao risco a DAI foram
desenvolvidos em populagdes de ascendéncia europeia, evidenciando a necessidade de

pesquisas envolvendo outras etnias (AMUR; PAREKH; MUMMANENI, 2012). Nesse sentido,
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€ possivel caracterizar o presente trabalho como pioneiro na conducio desse tipo de estudo
visando a associagdo dos polimorfismos nas regides 677 e 1298 do gene MTHFR a
predisposicdo a AR na populacio catarinense e, por extensdo, brasileira.

Apesar do SNP A1298C levar a uma alteragdo missense ndo conservativa, a mudanca
por ele ocasionada tem se verificado menos significativa para a fun¢do enzimadtica do que
aquela do SNP C677T, missense conservativa (VAN DER PUT et al., 1998). Esta maior
influéncia sobre a diminui¢do da fungdo enzimdtica leva este ultimo a se sobressair como
marcador molecular. Em concordancia, no presente estudo foram encontradas associacdes
significativas apenas para o polimorfismo C677T, as quais apontam para o alelo selvagem *C
e os gendtipos que o contém, *CC e *CT, como provaveis fatores de risco para o
desencadeamento da AR, com o genétipo *TT, em contrapartida, como passivel de assinalar
protecao para essa DAL

Os resultados da associagao dos SNP C677T e A1298C a predisposicdo a AR em
outras populacdes quando comparados com os do presente trabalho, demonstram
primeiramente que, de maneira distinta a todos eles, na populacido de SC para o locus 677 a
presenca do gendtipo ‘TT’ (homozigoto mutante) é associada a prote¢do enquanto que o
genotipo ‘CC’ (homozigoto selvagem) € considerado de risco (BERKUN et al., 2004; RUBINI
et al., 2008; INANIR et al., 2013; BOUGHRARA et al., 2015; SAAD et al., 2015; CEN et al.,
2016; SHAKER et al., 2016; YUAN; SHAO; LI, 2017). A auséncia de associagdo do
polimorfismo A1298C a suscetibilidade a AR também foi verificada na pesquisa realizada por
Shaker e colaboradores (2016) com a populagdo egipcia, embora na maioria dos estudos seja
encontrada a associacao entre o SNP e a doenca, cuja presenca € considerada um fator de risco
(BERKUN et al., 2004; RUBINI et al., 2008; BOUGHRARA et al., 2015; YUAN; SHAO; LI,
2017). Cabe pontuar que a presenca de um alelo mutante nao pode ser considerada por si s6
uma caracteristica que favoreca o desenvolvimento da doenga, nos estudos de Saad e
colaboradores (2015) e Cen e coparticipantes (2016), por exemplo, a presenca do genétipo ‘AA’
no locus 1298 foi vinculada a um fator de risco para as populagdes egipcias e asidticas,
respectivamente, genotipo esse formado por dois alelos selvagens. Nesse contexto, evidencia-
se a importancia de estudos genéticos, como os ECC, para afirmar qualquer associacdo entre
gendtipos e fendtipos, bem como o importante papel da deriva genética dentre as pressoes
seletivas nas populacoes.

Os avangos da genética permitiram que descobertas consistentes referentes a
associagdes entre doencas e genes fossem detectadas, no entanto a percep¢ao de que a maioria

das mutacOes confere aumentos apenas modestos no risco levou a progressos nos desenhos
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experimentais das pesquisas. Estudos maiores estdo sendo realizados e a replicacdo interna de
descobertas significativas estd se tornando uma pratica padrao (LEWIS; KNIGHT, 2012;
PETTERSSON et al., 2009).

Cabe pontuar o atual papel de destaque das GWAS (do inglés, Genome Wide
Association Studies), capazes de investigar simultaneamente multiplos genes e seus SNP. Tais
pesquisas permitem associar com maior facilidade os marcadores moleculares as informacdes
epigenéticas e fatores de risco de cunho sécio-econdmico-ambiental. Esses avancos também
tendem a colaborar com os desafios de distinguir resultados falsos positivos e falsos negativos
daquelas associacdes ndo espurias, bem como avaliar a reprodutibilidade dos resultados
(AMUR; PAREKH; MUMMANENI, 2012; XAVIER, 2015).

Por a AR ser decorrente de multicausalidade, acredita-se serem singelas as
contribui¢cdes do presente trabalho para o melhor entendimento da etiologia da doenca. No
entanto, pesquisas de maior amplitude sdo vidveis apenas ap0ds alcangcados resultados, genéticos
e ambientais, para SNP em separado, como no presente caso de estudo. Ademais, outro ds desta
pesquisa € a possibilidade de os polimorfismos analisados representarem marcadores para a
predicdao de fenétipos clinicos na populacdo em estudo, com consequentes contribui¢cdes no
tratamento personalizado (dosagem e tipo do farmaco).

Neste tocante e como expectativa para um futuro proximo, é possivel que se analise
também a associacdo de dados epidemioldgicos ambientais e clinicos para esta populacdo em
especifico, como o tabagismo e fatores de risco para doengas cardiovasculares, as quais sao
consideradas uma das principais causas de mortalidade em pacientes com AR (HAN er al.,
20006). Tal perspectiva intensifica a relevancia do trabalho, contribuindo no caso de publicacio
e/ou popularizacao dos resultados.

Para além, e principalmente, ha a perspectiva de andlise farmacogenética da relacdo
entre os resultados obtidos no trabalho com a adequagdo as terapias conduzidas com os
pacientes de AR do HU-UFSC. Inclusive, neste caso, a significancia dos resultados obtidos
para o SNP A1298C, mesmo ndo possuindo relagdo direta com a causa da doenca na populacdo
catarinense, pode indiretamente influenciar na adequada adesao ao tratamento medicamentoso.

A histéria aponta que nenhum pais pode prescindir de ciéncia e tecnologia para
alcancar o pleno desenvolvimento econdmico e social. Alinhado as novas perspectivas para o
progresso cientifico brasileiro que tem esta prerrogativa como base (ABC, 2018), compreende-
se, por fim, que para o avanco da medicina de precisdo € imprescindivel que haja investimento
em ciéncia e tecnologia com enfoque nas ciéncias bdsicas (como, biologia molecular e

imunologia) e “Omicas” (gendmica, transcriptomica, protedmica e metaboldmica), visando
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facilitar o diagnéstico e a conquista de terapias personalizadas que atenuem a alta morbidade
associada a AR, o que ja vem sendo colocado em prética em alguns paises, dignos de fato de

se nomear desenvolvidos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa destaca-se sobretudo por seu ineditismo dentre os estudos de caso-
controle (ECC) para os SNP MTHFR C677T e A1298C envolvendo a populacio catarinense e,
inclusive, brasileira. Mas, sendo vasta a literatura com semelhante delineamento, seria ela
“chover no molhado”? O singelo, porém nao simplério, embasamento que tem este autor sobre
genética de populacdes permite-lhe acreditar que ndo. A variabilidade entre os pacientes na
adesdo aos tratamentos medicamentosos hoje disponiveis € imensa, reiterando que urge a
necessidade de uma busca por marcadores genéticos de suscetibilidade dentre as populagdes
humanas. Conviver efetivamente bem com a Artrite Reumatoide (AR) em estado remissivo ja
€ uma realidade alcancavel. Entretanto para muitos pacientes nos quatro cantos do mundo,
inclusive aqui, no canto inferior esquerdo, cabe apenas contemplar esta realidade ainda distante,
pois permanecem perdendo qualidade de vida enquanto seguem 4vidos na busca por um
tratamento que lhes seja adequado. A estes ainda ndo contemplados pela tentativa e erro,
trabalhos como este sdo a esperanga de dias melhores ao fornecer “novos tons as suas palhetas
na busca por repintar a realidade”.

A anélise de associacdo para o polimorfismo C677T na populacdo catarinense
demonstrou que a presenca do alelo selvagem *C (OR = 2,374; IC 95% = 1,027-5,592; p =
0,042 ) e os genétipos *CC e *CT (OR = 2,374; 1,027-5,592; p = 0,042) provavelmente
compde fatores de risco para o desenvolvimento da AR, bem como o genétipo *TT (OR =
0,421; IC 95% = 0,179-0,974; p = 0,042) é passivel de assinalar protecdo para a doenca
naqueles que o possuem. Enquanto para o polimorfismo A1298C nio foi verificada nenhuma
associacdo com a predisposicdo a AR. Ademais, o haplétipo “T/C’ (OR = 0,358; IC 95% =
0,125-0,996; p = 0,049) e a combinacao haplotipica ‘TA/TC’ (OR = 0,050; IC 95% = 0,000—
0,716; p =0,016) foram identificados como possiveis fatores protetores a predisposi¢do a essa
Doenga Autoimune (DAI) para a populacdo de Santa Catarina (SC).

A presente investigacdo também foi capaz de fornecer subsidios para o melhor
entendimento da etiologia da AR e de adicionar dados epidemiolégicos sobre a doenca em SC,
onde a miscigenagdo étnica existente torna a populacdo excepcional para esse tipo de estudo.
Assim, foram conquistadas algumas perspectivas para subsidiar politicas publicas de cuidado a
AR direcionadas a essa populacdo, por meio da identificacdo de individuos com maior
suscetibilidade ao desenvolvimento da doenca, embora aprimoramentos ainda possam ser feitos

como exposto quando tratado sobre as expectativas futuras.
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Por fim, € notdvel a contribuicao do desenvolvimento deste estudo para a formacao e
capacita¢do profissional deste graduando enquanto futuro ‘Bidlogo educador’ (BRASIL, 2001),
no que tange ao pensar critico e realizacao de metodologias cientificas inovadoras, enfim, ‘fazer

ciéncia’ em bom uso da expressao.
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ANEXO B - Dados Epidemiolégicos e Clinicos do/da Portador(a) de Artrite Reumatoide

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR, EMBRIOLOGIA E
GENETICA/CCB
DEPARTAMENTO DE CLINICA MEDICA/CCS

NOME: PRONTuario/HU:
IDADE: anos Sexo: ()F ()M ()I CORdaPele:
Procedéncia: Natural de:

Estado Civil: ( )S ()C ()D ( )V Data de nascimento: [/
Ocupacio:
E-mail:
Telefone: (__ ) Celular: (__ )

DATA dacoleta: ___/___/ IDentificacdao: ART
Meédico(a):
Entrevistador(a):

DADOS Familiares:

NOME do pai:
CIDAde onde nasceu:

Profissao:

ASCEndéncia do pai: Materna: Paterna:

NOME da mae:

CIDAde onde nasceu:

Profissao:

ASCEndéncia: Materna: Paterna:

Tempo de doenca diagnosticada:
Historico Familiar: AR: ( )Sim ( )Nao Parentesco:
Outras Doencas Reumaticas: () Sim ( )Nao Parentesco:

Manifestacoes Iniciais:
( ) Febre ( ) Rigidez Matinal () Derrame Articular ( ) Dor Articular

Articulacoes Acometidas:

() Ombro () Cotovelo () Punho ( )MCF ( ) IFPM
() Quadril () Joelho () Tornozelo ( )MTF ( ) IFPP
() Outras

Manifestagoes Extra-articulares:

() Acometimento Ocular () Pericardite () Vasculite Reumatoide

() Nodulos Reumatoides () Pleurite () Acometimento Pulmonar

() Acometimento Renal () Amiloidose () Outras
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Evolucao:
Internacoes: ( )Sim ( )Nao Informacdes:

Observacoes: Osteoporose? Diabetes? Depressao?

Sintomatologia Recente (dltimos 10 dias):

( ) Febre ( ) Rigidez Matinal () Derrame Articular ( ) Dor Articular
Articulacdes Acometidas:

() Ombro () Cotovelo () Punho ( )MCF ( ) IFPM
() Quadril () Joelho () Tornozelo ( )MTF ( ) IFPP
() Outras

Manifestacoes Extra-articulares:

() Pleurite () Pericardite

() Vasculite Reumatoide () Nodulos Reumatoides
() Acometimento Ocular () Acometimento Pulmonar
() Acometimento Renal () Amiloidose

() Outras

Envolvimento Cardiovascular:

( )HAS () Doenga Coronariana () Revasculariza¢ao do Miocardio
( ) Angina ( ) IAM Prévio () Cateterismo Prévio
Envolvimento Neurolégico: ( )YAVC ( )AIT () Ateroma em Cardtidas
Dislipidemia: () Hipercolesterolemia () Hipertrigliceridemia

Historico Familiar de DCV: ( )Sim ( )Nao Parentesco:

DAS 28 =
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Health Assesment Questionaire (HAQ)

Nivel de Dificuldade
Vocé é capaz de: Sem Com Com Inc(;lé)az
qualquer | alguma | muita fazer
1. Vestir-se, inclusive amarrar os corddes do 0 1 ’ 3
sapato e abotoar suas roupas?
2. Lavar sua cabeca e seus cabelos? 0 1 2 3
3. Levantar-se de maneira ereta de uma cadeira
0 1 2 3

de encosto reto e sem braco?
4. Deitar-se e levantar-se da cama? 0 2 3
5. Cortar um pedaco de carne? 0 2 3
6. Levar a boca um copo ou uma xicara cheia de 0 ) 3
café ou dgua?
7. Abrir uma caixa de leite comum? 0 1 2 3
8. Caminhar em lugares planos? 0 1 2 3
9. Subir 5 (cinco) degraus? 0 1 2 3
10. Lavar e secar seu corpo apés o banho? 0 1 2 3
11. Tomar banho de chuveiro? 0 1 2 3
12. Sentar-se e levantar-se de um vaso sanitdrio? 0 1 2 3
13. Levantar os bracos e pegar um objeto de
aproximadamente 2,5kg que estd posicionado 0 1 2 3
pouco acima de sua cabeca?
14. Curvar-se para pegar suas roupas no chao? 0 1 2 3
15. Segurar-se em pé no dnibus ou no metrd? 0 1 2 3
16. Abrir potes ou vidros de conservas que

: : 0 1 2 3
tenham sido abertos previamente?
17. Abrir e fechar torneiras? 0 1 2 3
18. Fazer compras nas redondezas onde mora? 0 1 2 3
19. Entrar e sair de um 6nibus? 0 1 2 3
20. Realizar tarefas tais como usar a vassoura 0 1 ) 3
para varrer e rodo para dgua?

Escore dos Componentes:
Componente 1, perguntas 1 e 2:

Componente 2, perguntas 3 e 4:

Componente 3, perguntas 5,6 e 7:

Componente 4, perguntas 8 € 9:

Componente 5, perguntas 10, 11 e 12:

Componente 6, perguntas 13 e 14:

Componente 7, perguntas 15 e 16:

Componente 8, perguntas 18, 19 e 20:

Maior escore:
Maior escore:
Maior escore:
Maior escore:
Maior escore:
Maior escore:
Maior escore:
Maior escore:

Média Aritmética dos Escores dos Componentes =

Escore do HAQ =




Tratamento Atual:
CORTICosteroides: ( )Sim ( )Nao

Dose:
METOtrexato: ( )Sim ( )Nao
Dose:
SULFASSALazina: ( )Sim ( )Nio
Dose:

ANTIMA Larico: ( )Sim ( )Nao
Dose:

CICLOFosfamida: ( )Sim ( )Naio

Dose:
INFLIXImab: ( )Sim ( )Nao
Dose:
ETANERCcept: ( )Sim ( )Nao
Dose:
AINE: ( )Sim ( )Nao
Dose:
ANALGésicos: ( )Sim ( )Nao
Dose:
Outros: ( )Sim ( )Nao
Dose:

Nome:
Frequéncia:

Frequéncia:
Frequéncia:
Frequéncia:

Frequéncia:

Frequéncia:
Frequéncia:
Frequéncia:

Frequéncia:
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Quais?

Frequéncia:

Idade MENARCA: __ anos MENOPAUSA: ( )Sim ( )N&do Idade:

Histerectomia: ( )Sim ( )Nao Idade:
Ovariectomia: ( )Sim ( )Nao Idade:
FASE do Ciclo Reprodutivo: ( )Menacme
GESTAc0es: PARidades:

Abortos: ( )Sim ( )Nao ( )InduzidoN°® __

Tratamento HORMONAL Antes do Diagnéstico:

( )Sim ( )Nao Qual? ( )AC

Duracao: Parou hd quanto tempo?
Tratamento MEDICAMENTOSO Antes do Diagnéstico:

( )Sim ( )Nao Qual?

( )Outro

( )Climatério

( )Espontaneo N°:

Histéria de Uso de DROGAS:
Alcool: ( )Sim ( )Nio Qual?

Quantidade: Frequéncia:

Cigarro: ( )Sim ( )Nao Cigarros/dia:

Se fumava, qual a durag@o?
Drogas Ilicitas: ( )Sim ( )Nao
Por quanto tempo?

Qual?

Quando parou?
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ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ao/a Portador(a) de Artrite
Reumatoide

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS )
DEP. DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA E GENETICA

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

Informacoes:

Pesquisadores(as) da Universidade Federal de Santa Catarina estdo desenvolvendo um projeto
de pesquisa para avaliacdo de fatores genéticos, doencas e medicamentos que podem estar
associados ao aparecimento e diferente adesao ao tratamento de doencas autoimunes, mais
especificamente da Artrite Reumatoide (AR). Para isso, pedimos sua colaboracao e
permissao para extrairmos de parte de seu material biolégico (10mL de sangue), uma quantia
pequena de ADN (molécula que contém os genes, que sdo as informacdes de suas caracteristicas
bioldgicas). O ADN, serd analisado no laboratdrio para tentarmos descobrir se hd relacao entre
um de seus genes, proposto no atual projeto (ligado ao metabolismo de medicamentos e também
relacionado a resposta imunoldgica) e o aparecimento desta doenga. A amostra coletada nesta
ocasido podera ser utilizada em possiveis futuros projetos que envolvam testes genéticos, desde
que aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH/CONEP) e
mediante sua autoriza¢do apds novo contato. Salientamos que sua participacao é voluntaria
e ndo influenciard no seu atendimento. A equipe agradece antecipadamente a colaboracao e se
coloca a disposicao para responder a qualquer pergunta que vocé€ queira fazer, bem como
elucidar quaisquer davidas que porventura aparecam. Para isso vocé pode telefonar para (48)
3721-9804 e conversar com a Profa. Dra. Iliada Rainha de Souza ou com o aluno Renan
Mantovani Rabelo, ou ainda com o Prof. Dr. Ivanio Alves Pereira [no ambulatério de
reumatologia, telefone: (48) 3721-9133].

Procedimentos:

Caso concorde em participar, vocé responderd a um questiondrio de duracdo aproximada de 5
(cinco) minutos, para sabermos se vocé teve ou tem outra(s) doenca(s), se alguma(s) pessoa(s)
na sua familia teve/tiveram ou tem/t€ém doenga autoimune, como AR ou outra forma de artrite,
dentre outros. O ADN extraido da amostra coletada serd guardado no laboratério sob
responsabilidade da coordenadora do projeto.

Riscos:

A coleta de sangue é procedimento comum no acompanhamento da AR. O aparecimento de
mancha roxa ou dor no local da puncido da agulha podem ocorrer sem representar maiores
preocupacgdes. As informagdes levantadas, bem como os resultados das andlises genéticas, serao
mantidos em sigilo e utilizados somente pela equipe da pesquisa.

* Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos desta instituicdo
(http://cep.ufsc.br) em 14/10/2013 via parecer consubstanciado nimero 423.5359.



http://cep.ufsc.br/
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Custos:
Vocé ndo precisara pagar nada para fazer parte deste estudo.

Beneficios:

Vocé ndo terd nenhum beneficio direto logo apds participar desta pesquisa, mas os resultados
deste estudo poderao num futuro préximo fornecer um tratamento mais eficaz e resultar em
uma melhor alternativa de medicamento. Num futuro posterior, poderd proporcionar novas
alternativas para prevencdo da doenca e identificacdo de pessoas que t€m risco de a
desenvolver, podendo beneficiar muitos outros individuos.

Assinaturas:

Pesquisador(a) auxiliar
Pesquisadora responsével
Ilha de Santa Catarina, [/

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu, , fui esclarecido(a) sobre a
pesquisa “GENETICA DA AUTOIMUNIDADE: POLIMORFISMOS EM LUPUS
ERITEMATOSO E ARTRITE REUMATOIDE EM PACIENTES DE SANTA CATARINA”,
de modo que concordo que meus dados sejam utilizados na realizagdo da mesma e autorizo a
guarda de meu material biologico para o caso de futuras pesquisas, sendo eu contatado(a) para
fornecer nova autorizacio caso forem realizadas novas pesquisas ndo mencionadas neste termo.

Ilha de Santa Catarina, de de
Assinatura: RG:
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ANEXO D - Dados Epidemiolégicos e Clinicos da Pessoa Controle

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEP. DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA E GENETICA
LABORATORIO DE POLIMORFISMOS GENETICOS

Projeto de Pesquisa: “ESTRUTUTA GENETICA E ORIGEM DA POPULACAO DE
SANTA CATARINA”.

Datadacoleta: _ / / Identificacdo: CTR
Entrevistador(a):

Dados Pessoais:

Nome:

Endereco:

Cidade/Estado: Telefone comercial: (_ )

Celular: (_) Telefone residencial: (_ )

E-mail:

Preferéncia por contato via: () E-mail () Telefone () Celular ( ) Correio
Data de nascimento: /7 Estado Civil:

Idade: Sexo:( )F ( )M ()I Aposentado: ( )Sim ( )Nao
Profissao:

Escolaridade: () Analfabeta(o) () 1° grau incompleto
() 1° grau completo () 2° grau incompleto () 2° grau completo
() Superior incompleto () Superior completo () Po6s-graduagao

Cidade onde nasceu/Estado:
Autoidentificacdo (IBGE): ( ) Branca ( ) Indigena ( )Preta ( )Parda ( ) Amarela

Cor da pele (heteroidentificacdo): ( ) Branca ( )Negra ( )Mulata ( ) Amarela
Peso: Altura: Tipo sanguineo:
Observagoes:

Dados Familiares:
Nome do pai:
Cidade/Estado onde nasceu:

Ascendéncia do pai: Materna: Paterna:
Profissao:

Nome da mae:

Cidade/Estado onde nasceu:

Ascendéncia do mae: Materna: Paterna:
Profisséo:

Possuiirmaos: ( )Sim ( )Nao Quantos: Mulheres Homens



89

Observagdes:
Ingere BEBIDA ALCOOLICA:: ( ) Sim ( ) Nao
Frequéncia: () Todos os dias ( ) Fim de semana ( ) Esporadicamente

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

Pratica EXERCICIOS FISICOS: ( ) Sim ( )Nio Quais?

Quantidade: () Menos de 30min () 30min ( )1h () Mais de 1h

Frequéncia: () 1x por semana () 2-3x por semana () 4-6x por semana
() Todos os dias () Menos de 1x por semana
FUMA. ( ) Sim ( )Nao Ja FUMOU: ( ) Sim ( )Nao

Tipo: ( )Cigarro ( )Charuto ( )Cachimbo ( )Outro
Quantidade e frequéncia (nimero por dia):
Tempo que fuma ou fumou:
Hé quanto tempo parou:

Historico Hormonal e Reprodutivo:

Idade da menarca: anos Menopausa: ( )Sim ( )Nao Idade:
Histerectomia: ( ) Sim ( ) Nao Idade:

Ovariectomia: ( ) Sim ( ) Nao Idade:

Paridade:

Numero de gestacoes: Idade da primeira gestacao:

Numero de filhos: Mulheres _ Homens () Nulipara
Abortos: ( ) Sim ( ) Nao ( ) InduzidoN°®: ____ ( ) Espontaneo N°:
Amamentou: ( ) Sim ( )Nao Tempo total (meses):

Tratamento Hormonal:
Utiliza anticoncepcional (AC): ( ) Sim  ( ) Nao Ja Utilizou AC: ( )Sim ( ) Niao
Nome e tipo (oral, adesivo, injetavel) do AC:
Tempo que usa/usou AC:
H4 quanto tempo parou:

Faz terapia de reposi¢ao hormonal (TRH): ( ) Sim ( )Nao Jafez TRH:( )Sim ( )Nao
Nome do Hormonio:

Tempo que faz/fez TRH:
H4 quanto tempo parou:

() Outros hormdnios Tempo total:

Observagdes:
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Historico Médico:
Caso de CANCER pessoal: ( ) Sim ( ) Nao Tipo:

Casos de CANCER DE MAMA na familia: () Sim ( ) Nao

Grau de Parentesco: ( ) Filha ( )Irma ( ) Maie ( )Avo
() Tia materna 1° grau () Tia paterna 1° grau () Prima materna 1° grau
() Prima paterna 1° grau () Outro

Casos de CANCER de outro tipo na familia: () Sim ( )Nao

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 ( ) Nao

Grau de Parentesco e tipo:

Tem alguma DOENCA CARDIOVASCULAR:( ) Sim ( ) Nao

Qual?

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

OSTEOPOROSE: ( )Sim ( )Nao

DOENCA REUMATICA: ( ) Sim ( ) Nio

DIABETES: ( )Sim ( )Nao

ASMA: ( )Sim ( )Nao

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

TUBERCULOSE: ( )Sim ( ) Nao

DISTURBIO RENAL: ( ) Sim ( ) Nao

DISTURBIO PULMONAR: ( )Sim ( )Nao

DISTURBIO HEPATICO: ( ) Sim ( ) Nio

Casos de DOENCA DE ALZHEIMER na familia: ( ) Sim ( ) Nao

Grau de parentesco:

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

Grau de parentesco:

OUTRAS DOENCAS:
Alérgica(o) a algum medicamento:

Alérgica(o) a algum alimento:

Tem/teve DEPRESSAO:

Utilizou ou utiliza alguma medicacao por longo tempo? ( ) Sim ( )Nao
Nome do medicamento (dosagem e frequéncia) e tempo que utilizou:
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ANEXO E — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido a Pessoa Controle

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS )
DEP. DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA E GENETICA

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

Informacoes:

Pesquisadores(as) da Universidade Federal de Santa Catarina estdo desenvolvendo um projeto
de pesquisa para avaliacdo de fatores genéticos, doencas e medicamentos que podem estar
associados ao aparecimento e diferente adesao ao tratamento de doencas autoimunes, mais
especificamente da Artrite Reumatoide (AR). Para isso, pedimos sua colaboracido e
permissao para extrairmos de parte de seu material biol6gico (10mL de sangue), uma quantia
pequena de ADN (molécula que contém os genes, que sio as informagdes de suas caracteristicas
bioldgicas). O ADN, serd analisado no laboratdrio para tentarmos descobrir se ha relagdo entre
um de seus genes, proposto no atual projeto (ligado ao metabolismo de medicamentos e também
relacionado a resposta imunoldgica) e o aparecimento desta doenga. A amostra coletada nesta
ocasido podera ser utilizada em possiveis futuros projetos que envolvam testes genéticos, desde
que aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH/CONEP) e
mediante sua autorizacdo apds novo contato. Salientamos que sua participacao é voluntaria
e ndo influenciard no seu atendimento. A equipe agradece antecipadamente a colaboragdo e se
coloca a disposicao para responder a qualquer pergunta que vocé queira fazer, bem como
elucidar quaisquer dividas que porventura apare¢cam. Para isso vocé pode telefonar para (48)
3721-9804 e conversar com a Profa. Dra. Iliada Rainha de Souza ou com o aluno Renan
Mantovani Rabelo, ou ainda com o Prof. Dr. Ivanio Alves Pereira [no ambulatorio de
reumatologia, telefone: (48) 3721-9133].

Procedimentos:

Caso concorde em participar, vocé responderd a um questiondrio de duragdo aproximada de 5
(cinco) minutos, para sabermos se voc€ teve ou tem alguma(s) doenca(s), se alguma(s)
pessoa(s) na sua familia teve/tiveram ou tem/tém doenca autoimune, como AR ou outra forma
de artrite, dentre outros. O ADN extraido da amostra coletada serd guardado no laboratério sob
responsabilidade da coordenadora do projeto.

Riscos:

A coleta de sangue € procedimento comum para o/a doador(a). O aparecimento de mancha roxa
ou dor no local da punc¢do da agulha podem ocorrer sem representar maiores preocupacoes. As
informacdes levantadas, bem como os resultados das andlises genéticas serdo mantidos em
sigilo e serdo utilizados somente pela equipe da pesquisa.

* Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos desta instituicdo
(http://cep.ufsc.br) em 14/10/2013 via parecer consubstanciado nimero 423.5359.
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Custos:
Vocé ndo precisara pagar nada para fazer parte deste estudo.

Beneficios:

Vocé ndo terd nenhum beneficio direto ao participar desta pesquisa, mas os resultados deste
estudo poderdao no futuro proporcionar novas alternativas para prevencdo e tratamento de
doencas autoimunes, em particular, a artrite reumatoide, e para identificacdo de pessoas que
tém risco de desenvolver tal doenca, podendo beneficiar muitas outras pessoas.

Assinaturas:

Pesquisador(a) auxiliar
Pesquisadora responsével
Ilha de Santa Catarina, [/

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu, , fui esclarecido(a) sobre a
pesquisa “GENETICA DA AUTOIMUNIDADE: POLIMORFISMOS EM LUPUS
ERITEMATOSO E ARTRITE REUMATOIDE EM PACIENTES DE SANTA CATARINA”,
e concordo que meus dados sejam utilizados na realizagdo da mesma e autorizo a guarda de
meu material biologico para o caso de futuras pesquisas, sendo eu contatado(a) para fornecer
nova autorizagdo caso forem realizadas novas pesquisas ndo mencionadas neste termo.

Ilha de Santa Catarina, de de
Assinatura: RG:




