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RESUMO

Doencas autoimunes sistémicas, como a Artrite Reumatéide (AR) e o
Luapus Eritematoso Sistémico (LES), sdo de etiologia complexa e caracterizam-
se por alteracbes na resposta inflamatéria e processos autoimunes
comprometidos, no entanto, os mecanismos que as determinam sao ainda
desconhecidos. E possivel que a ativagéo dos linfécitos, governada por sinais
imunoestimulatérios e imunoinibitérios recebidos por seus receptores de
superficie, inicie a quebra de tolerancia e predisponha o paciente ao
desenvolvimento destas manifestacdes. Uma das moléculas coestimulatérias
estudada possui um polimorfismo de um Unico nucleotideo (SNP), G>A,
reportado como fator de risco para ambas as doengas. O alelo A do SNP
PD1.3 do gene PDCD1 altera o sitio de ligacdo de um fator de transcricao,
localizado em um promotor intrénico, sugerindo um mecanismo que pode
contribuir para o desenvolvimento da autoimunidade. Por isso, 0s objetivos do
trabalho foram averiguar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo
citado e investigar a associacdo do mesmo a AR e ao LES, em estudo caso-
controle. Para tal, foram coletadas amostras de sangue periférico de individuos
controle (n = 128) e casos, LES (n = 95) e AR (n = 87) e utilizou-se a técnica
PCR-RFLP para identificacdo da variabilidade. Os gendtipos do grupo controle
encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg, ao contrario dos grupos de
pacientes. As frequéncias do alelo A encontradas para controles, LES e AR foi
de 0,078, 0,095 e 0,115, respectivamente. Para o alelo G, as frequéncias
observadas foram de 0,922, 0,905 e 0,885 para controles, LES e AR. Esses
dados mostram-se semelhantes aos observados para populacdo européia ndo-
hispanica. Os estudos de associacdo nao mostraram nenhuma relagéo
estatisticamente significativa entre os alelos ou 0s genétipos e as doencas
estudadas. No entanto, uma associagéo do alelo A do polimorfismo desse SNP
a pacientes com AR foi verificada (OR = 5,118, IC 95% = 1,324 — 23,145, p =
0,013). Muitos dos resultados obtidos indicam possiveis associacdes, nao
comprovadas estatisticamente por este estudo.

Palavras-chave: Artrite Reumatdide, Lupus Eritematoso Sistémico,

Programmed cell death I, polimorfismos.
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1. INTRODUCAO

A patogenia na maioria das doencas autoimunes conhecidas ainda nao foi
elucidada. As abordagens dessas doencas foram dominadas pelo paradigma de
que, devido a um estimulo antigénico ainda desconhecido, os linfocitos
anteriormente tolerantes rompem o estado de tolerancia e iniciam uma resposta
imunoldgica (PARSLOW et al., 2004).

A principal caracteristica das doencas autoimunes sdo as causas
multifatoriais, uma base genética complexa aliada a fatores ndo genéticos, que
contribuem em diferentes graus para cada individuo afetado (PEARCE e
MERRIMAN, 2006). Um dos fatores ambientais que mais tem influéncia nessas
doencas € o cigarro, que pode contribuir para a autoimunidade através de varios
mecanismos, como a liberagdo de metaloproteinases e indugdo do aumento de
apoptose (SHOENFELD, 2008).

Duas doencgas autoimunes que tém sido os principais alvos de estudos de
variacdo genética em Reumatologia sdo a Artrite Reumatdide (AR) e o Lupus
Eritematoso Sistémico (LES). Polimorfismos genéticos do genoma humano foram
investigados em muitos trabalhos e novas evidéncias da contribuicdo genética
em doencas reuméticas foram acrescentadas (YAMADA e YAMAMOTO, 2007).

Os principais estudos que demonstram a importancia do papel da
genética nessas doencas sdo aqueles feitos com gémeos e com familias.
Pesquisas empregando associacdes caso-controles sdo consideradas mais faceis
e eficientes de serem realizados em comparacdo aos estudos com familias,
devido a maior dificuldade em coletar materiais biolégicos e conseguir
informagdes de parentes dos pacientes (ALARCON-RIQUELME, 2002).

Doengas autoimunes sistémicas, como a AR e o LES, sdo caracterizadas
por alteracbes na resposta inflamatéria e comprometimento da autotolerancia
(ABBAS, LICHTMAN e SHIV, 2008). Estudos sugerem que uma desregulacédo na
ativacdo dos linfocitos, governada por sinais imunoestimulatorios e

imunoinibitorios recebidos por seus receptores de superficie, inicie a quebra de
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tolerancia e predisponha o paciente ao desenvolvimento destas manifestacdes
autoimunes (LIN et al., 2004).

1.1. Autoimunidade

A necessidade de prevenir o sistema imune de reagir contra o proprio
organismo foi um conceito em imunologia, refletido no termo “Horror autotoxicus”
cunhado pelo imunologista Paul Ehrlich no século XIX. Aproximadamente 3% da
populacdo humana é afetada por uma desordem autoimune e mecanismos
autoimunes ndo conhecidos devem também contribuir para outras doencas
comuns. Portanto, a compreensdo dos fatores que contribuem para essas
doencas € de grande importancia para a saude publica. Essas doencas séo
fenotipicamente heterogéneas e, através de uma perspectiva clinica, é
conveniente classificar a autoimunidade em doencas “sistémicas” ou “érgao-
especificas” (GREGERSEN e BEHRENS, 2006).

Apesar da heterogeneidade fenotipica, a maioria das doencas autoimunes
compartilha uma caracteristica: ocorrem com predominancia em mulheres, com
mais de 80% de prevaléncia. Para explicar esse fato, muitas hipoteses
relacionadas a hormdnios, histéria reprodutiva e a participagdo do cromossomo X
foram formuladas (LLEO et al., 2008). A participacdo dos hormdnios sexuais no
sistema imune foi baseada em relatos da participacdo de estrogénios na
maturacgéo dos linfocitos, ativacdo e sintese de anticorpos e citocinas (MEDINA et
al., 2001).

A autoimunidade ndo € necessariamente um sinal de doenca. Os
autoanticorpos sao frequentemente detectados em individuos normais saudaveis.
Os Fatores Reumatoides (FR) correspondem a anticorpos contra determinadas
imunoglobulinas G (IgG) tipicamente encontrados em pacientes com AR. Tais
moléculas acompanham regularmente as respostas imunoldgicas normais, porém
apresentam baixos titulos e curta duracdo. Entretanto, essas respostas nem
sempre sdo de natureza protetora, podendo estar associadas a destruicao

tecidual e ao desenvolvimento de doenca (PARSLOW et al., 2004).

A tolerancia ao préprio ndo se trata de uma caracteristica herdada, e sim,

do resultado de varios mecanismos capazes de diferenciar linfocitos com
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potencial de se ligar a componentes préprios e aqueles com especificidade de

ligagcdo muito maior para antigenos estranhos (PEARCE e MERRIMAN, 2006).

A tolerancia central é induzida nos 6rgdos linféides primarios (timo e
medula 6ssea) quando os linfocitos imaturos encontram antigenos préprios. Essa
interacdo desencadeia varios resultados possiveis: (1) os linfécitos podem sofrer
apoptose (fenbmeno conhecido por delecéo clonal); (2) muitas células B imaturas
ndo morrem, mas alteram seus receptores e param de reconhecer o antigeno
proprio (processo de edicdo do receptor); e, (3) algumas células Tcps+ S€
diferenciam em células T reguladoras (Treg), as quais migram para a periferia e
evitam respostas aos antigenos proprios. A tolerancia periférica, por sua vez,
ocorre devido a anergia, delecdo ou supressdo das células T quando linfécitos
maduros reconhecem antigenos préprios nos tecidos (ABBAS, LICHTMAN e
SHIV, 2008).

A inducdo de anergia constitui a condicdo mais conhecida para tornar as
células T nado funcionais, pois, para sofrerem ativacdo completa, as células T
necessitam de dois sinais. O primeiro deles € fornecido pelo antigeno de ligacao
ao Receptor de Célula T (TCR). O segundo sinal provém da interacdo de
moléculas co-estimuladoras, expressas na superficie de células T, com as células
apresentadoras de antigeno (APCs) (KEIR et al., 2008). Uma vez ocorrido o
reconhecimento de antigenos proprios, as células T podem ativar receptores
inibidores da familia CD28, de forma a ndo determinar resposta as APCs. Embora
muitos receptores inibidores tenham sido descritos, dois possuem papel
fisiolégico na autotolerancia melhor estabelecido, que sdo CTLA-4 e PD-1
(ABBAS, LICHTMAN e SHIV, 2008).

1.1.1.Artrite Reumatdide (AR)

A AR é uma doenca complexa que afeta 0,2 a 2% da populacdo mundial
(PROKUNINA et al., 2004b), sendo que as mulheres superam os homens em uma
relacdo trés para um. A doenca pode ocorrer em todos 0S grupos étnicos e em
todas as partes do mundo (RHEUMATOID ARTHRITIS, 2009).

As manifesta¢fes clinicas da AR variam segundo o individuo, podendo
apresentar diferentes intensidades ao longo do tempo (RHEUMATOID

ARTHRITIS, 2009). Ocorre rigidez e dor articular, que geralmente sdo mais
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intensas pela manha e regridem durante o dia, acompanhadas de sintomas de
inflamacdo das articulagbes — edema, calor, eritema e hipersensibilizacdo a
palpacdo (PARSLOW et al., 2004).

A AR é simétrica e afeta primeiramente as pequenas articulagdes, sendo
que as grandes sao, geralmente, afetadas em um estagio mais avancado da
evolucdo da doenca, embora possa predominar 0 comprometimento de
determinadas articulagbes em alguns pacientes. A coluna cervical pode ser
afetada, enquanto a toracica e a lombossacra costumam ser poupadas. Ainda é
comum haver inflamacao periarticular, tendinite e tenossinovite que resultam em
fraqgueza dos tenddes, ligamentos e estruturas de sustentacdo. A dor articular
resulta em espasmo muscular, limitagdo do movimento e, nos casos avancados,
contragcdes musculares e anquilose, com deformidade articular permanente
(PARSLOW et al., 2004).

Assim como o LES, a AR também € uma doenca sistémica que atinge
principalmente as articulagbes. Porém, outros tecidos e O6rgdos podem ser
comprometidos, como pele, unhas, mdusculos, rins, coracdo, pulméo, sistema
nervoso, olhos e sangue. A chamada Sindrome de Felty (aumento do baco, dos
ganglios linfaticos e queda dos globulos brancos em paciente com a forma crénica
da AR) também pode ser observada (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
REUMATOLOGIA, 2009). Além disso, pode haver sobreposicdo de outras
doencas como esclerodermia e sindrome de Sjogren (LEVY et al., ndo datado;
SILVA, 2003).

As respostas imunolégicas celular e humoral podem contribuir para o
desenvolvimento da sinovite. As células TCD4+, os linfocitos B ativados, os
plasmacitos e os macréfagos, bem como outros tipos de células inflamatdrias, sao
encontrados na sinodvia inflamada e, nos casos graves, podem estar presentes
foliculos linfoides bem formados com centros germinativos (ABBAS, LICHTMAN e
SHIV, 2008). A membrana sinovial, que normalmente possui uma Unica camada
de células, apresenta proliferacdo celular, resultando no aumento dessa camada

e também na formacédo de novos vasos sanguineos (BENJAMINI et al., 2002).

Os mecanismos imunopatolégicos dessas células liberam algumas

citocinas (das quais TNF-a e a IL-1 estdo entre as mais precoces), enzimas

13



degradativas e mediadores que levam a destruicdo da integridade da cartilagem.
Os condrécitos sdo expostos ao sistema imune e propagam as lesbes tanto
servindo como alvo em potencial quanto liberando citocinas e fatores de
crescimento. Muitas vezes, ha acumulo do liquido sinovial na articulagdo, que
contém muitos neutréfilos polimorfonucleares. Apéds repetidos ataques
inflamatoérios ocorre o depésito de fibrina e a substituicdo da cartilagem por tecido
fibroso, levando a fusdo da articulacao (anquilose) (BENJAMINI et al., 2002).

Pacientes com AR podem produzir autoanticorpos, da classe IgM, contra
a regido Fc de IgG, que sado chamados de Fator Reumatéide (FR) (LEVINSON,
2008). Com base no nivel apresentado por eles é possivel diferenciar os doentes
gue possuem ou nao o Fator (FR positivo ou negativo, respectivamente).
Pacientes FR positivo mostraram maior destruicdo das articulacdes e tiveram um
pior prognostico da doenca em relacdo aos individuos que eram negativos para
este marcador (PROKUNINA et al., 2004b).

Estudos familiais e com gémeos tém mostrado uma taxa de recorréncia
da doenca em gémeos monozigéticos de 12,3% e, 3,5% em dizigoticos.
Baseados nesses dados Macgregor et al. estimaram uma herdabilidade de
aproximadamente 60% para AR (MACGREGOR et al., 2000). Muitos genes estéo
envolvidos na susceptibilidade de doencas reumaticas e apesar da maioria deles
ser de baixa penetrancia, nao significa que cada polimorfismo associado tenha
somente um pequeno papel nos processos patolégicos (YAMADA e YAMAMOTO,
2007).

Algumas das principais dificuldades na identificacdo dos genes envolvidos
na susceptibilidade a AR estéo relacionadas a heterogeneidade da doenca, assim
como as diferentes atribui¢cdes étnicas (PROKUNINA et al., 2004b). Gregersen et
al. encontraram a relacdo de genes do MHC classe Il com a susceptibilidade a
doenca através da formulacdo da hipétese do epitopo compartilhado (shared
epitope - SE), uma sequéncia de aminoacidos compartilhada entre os subtipos de
HLA-DR (GREGERSEN, SILVER e WINCHESTER, 1987). No entanto, tém-se
estimado que MHC corresponde a aproximadamente um terco de todo
componente genético de risco para a AR. Muito, mas provavelmente ndo o total,
do risco atribuido ao MHC esté associado a variagdo em HLA-DRB1, que possui

pelo menos duas classes de alelos de risco: alto e moderado. Em geral, o alelo
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DRB1*0401 apresenta um nivel alto de risco, com um risco relativo de
aproximadamente 3. Os alelos DRB1*0101, *0404 e *0901 exibem um risco

moderado, de 1,5 (FERNANDO et al., 2008).

Estudos de rastreamento gendmico tém ampliado o numero de locos
encontrados em associacdo ao desenvolvimento ou aumento da morbidade da
doenca. Mais de 10 regides ja foram descritas, além da j& conhecida regido do
MHC. No entanto, nem todos 0S genes pertencentes a essas regibes foram
descobertos e os mecanismos moleculares que explicam a participacdo de cada
um também nao foram completamente esclarecidos (INVERNIZZI e GERSHWIN,
2009)

Dentre os genes identificados, o PTPN22 é o segundo loco mais
importante associado a AR, localizado na regido 1pl13.3 e que codifica uma
proteina intracelular sinalizadora. Outras moléculas também tém sido
investigadas, como receptores de superficie, fatores de transcricdo e citocinas,
cujos resultados mostram participacdo de diversos genes em diferentes
populacdes. Os mais citados em recentes estudos de revisdo sobre a doenca sao
PTPN22, PADI4, STAT4, IL-2, IL-21, TNFAIP3, TRFA1 e CD40. (OLIVER et al.,
2006; INVERNIZZI e GERSHWIN, 2009).

1.1.2.LUpus Eritematoso Sistémico (LES)

O LES é uma doenca autoimune crbnica, multissistémica, remitente e
recidivante, que afeta cerca de 9 vezes mais o0 sexo feminino do que o masculino.
Embora possa ocorrer em qualquer idade, a doenca é mais frequente entre os 20
e 45 anos, com maior incidéncia por volta dos 30 anos (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA, 2009). E conhecida como protétipo de
doenca autoimune porque possui multiplos sintomas clinicos que se sobrepde aos
de outras doencgas. Portanto, o conhecimento dos mecanismos que levam a essas
manifestagcbes pode contribuir para avancos no desenvolvimento de novos
tratamentos para diversas doencas autoimunes (PROKUNINA e ALARCON-
RIQUELME, 2004).

O nome Lupus Eritematoso Sistémico — LES - (“lobo vermelho”,
literalmente) provavelmente tem origem em funcdo de um frequente sintoma

precoce: a erupcao cutanea avermelhada presente na regido malar e nariz, que

15



se assemelha as asas de uma borboleta e a pelagem diferenciada que o lobo
apresenta nessa regido. Além disso, o termo sistémico é muito apropriado, uma
vez que a doenca acomete varios 6rgaos, causa febre, dor nas articulagbes e
danos ao sistema nervoso central, ao coracao e aos rins. As lesdes renais sao as
mais bem compreendidas e correspondem a principal causa de mortalidade no
LES (BENJAMINI et al., 2002). Muitos estudos mostram a prevaléncia de nefrite
em pelo menos um a cada trés pacientes com LES e estudos do sudeste asiatico
mostram que 64% a 69,3% dos pacientes apresentam problemas renais
comparados a 27% de pacientes analisados na Europa (TIKLY e NAVARRA,
2008).

As manifestacdes clinicas mais frequentes no LES sao as lesGes na pele,
denominadas lesdes em vespertilio. Existem ainda as lesbes discoides que séo
bem delimitadas e mais profundas, deixando a area central com hipotrofia e
determinando alteracdo na cor da pele (mais clara ou escura). Muitas outras
lesbes cutaneas, principalmente em face, antebracos e regido do colo podem
aparecer e frequentemente pioram apods exposicdo ao sol. Ocorre também
inflamacéo nas articulacdes, na pleura, no pericardio e nos rins (nefrite), que
aparece em cerca de 50% dos casos. Esta manifestagéo deve ser tratada precoce
e adequadamente para se evitar a perda da funcédo renal (insuficiéncia renal). A
gravidade deste comprometimento é variavel e, quando os exames clinicos e
laboratoriais ndo permitem a adequada avaliacdo do caso, necessita-se fazer a
bidpsia renal (SOCIEDADE BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA, 2009).

Em mais de 50% dos casos pode ocorrer diminuicdo de glébulos
vermelhos (anemia), globulos brancos (leucopenia), dos linfocitos (linfopenia) ou
de plaquetas (plaguetopenia). Com uma menor frequéncia pode-se observar
inflamacdes no cérebro, causando convulsdes, alteragbes do comportamento
(psicose) ou do nivel de consciéncia além de quadros de comprometimento de
nervos periféricos. Inflamacbes de pequenos vasos (vasculite), que causam
lesGes avermelhadas e dolorosas em palma de maos, planta de pés, no céu da
boca ou em membros (bracos e pernas) também estdo presentes. As queixas de
febre (sem sinais ou confirmacdo de infec¢do), emagrecimento e fraqueza sao
comuns quando a doenca esta ativa. O aumento do volume do figado, baco e
ganglios também pode ocorrer em fase ativa da doenca, assim como sintomas
oculares (SOCIEDADE BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA, 2009).
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A deteccdo de anticorpos dirigidos contra DNA (principalmente anti-DNA
de duplo filamento), histonas, proteinas nucleares e outros componentes do
nacleo celular ajudam no diagnostico de pacientes com LES. O agente de
formacdo desses autoanticorpos € desconhecido na maioria dos individuos
afetados (LEVINSON, 2008).

A presenca desses anticorpos e a reducdo do complemento sérico
constituem as caracteristicas basicas do LES ativo, que distinguem esta entidade
de outras variantes do ldpus. Muitos desses anticorpos sdo dirigidos contra
antigenos ndo acido-nucléico que fixam complemento e, dessa forma, causam
lesGes nos tecidos-alvo. Por exemplo, a anemia hemolitica e a trombocitopenia
caracteristicas do LES sao frequentemente causadas por anticorpos
antieritrocitario e antiplaqueta (PARSLOW et al., 2004).

Uma forte predisposicdo genética e fatores ambientais estdo envolvidos
no desenvolvimento da doenca e ha, aparentemente, diferencas na prevaléncia e
manifestacbes da mesma nas diferentes populacdes (YANG et al., 2009). Dados
epidemioldgicos do risco entre irmédos, agregacdo familial do LES e a taxa de
concordancia da doengca em gémeos (24% a 69% para gémeos monozigéticos e
2% a 9% para gémes dizigoticos) suportam o fato de que existe um componente
genético importante associado ao desenvolvimento do LES (TSAO, 2003;
CRISWELL, 2008).

A potencial associacdo de um componente genético a doenca pode ser
observada nos estudos sobre a formagao de autoanticorpos no LES. Pacientes
com epitopos dos antigenos leucocitarios humanos HLA-DR2 tém maior
tendéncia a produzir anticorpos anti-DNA de duplo filamento, enquanto aqueles
com HLA-DR3 produzem anticorpos contra uma proteina de membrana que se
liga a0 RNA (anti-SS-A e anti-SS-B). Individuos que apresentam, HLA-DR4 e
HLA-DR5, por sua vez, produzem anticorpos dirigidos contra antigenos extraiveis
nucleares (ENA), anti-Sm e anti-RNP (PARSLOW et al., 2004).

Estudos prévios mostram que historia familial de doenca autoimune deve
ser um fator de risco para LES. Parentes de primeiro grau de pacientes femininos

com LES apresentam quatro vezes mais risco de desenvolver doencas
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autoimunes que parentes de primeiro grau de mulheres que ndo possuem esse
tipo de doenca (TSAO, 2004).

Foram detectadas, em familias com multiplos casos de Lupus Eritematoso
Sistémico, regibes em praticamente todos 0S cromossomos que sugerem a
contribuicdo de diversos genes para a expressao da doenca. Esses genes podem
apresentar alelos especificos a determinadas populagbes ou serem de
distribuicdo mundial. Algumas dessas regides também foram associadas a outras
doencas autoimunes, fato que pode indicar 0 envolvimento dos mesmos genes
em desordens relacionadas. Por mais que essas regides de ligacdo tenham sido
encontradas em diferentes populacdes, 0os genes, as mutacdes e as vias em que
estdo envolvidas ainda precisam ser identificadas (PROKUNINA e ALARCON-
RIQUELME, 2004). Os principais loci ja& identificados séo: 1923, 1g25-31, 2gq35-
37, 4p16-15.2, 6pl1-21, 12924 e 16g12. Além disso, estudos de associacao caso-
controle tém encontrado muitos genes que exibem evidéncias convincentes de
associacao alélica com LES, incluindo alguns alelos ou haplétipos do Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC), deficiéncia na heranca de componentes
classicos do complemento (Clqg, Clr, Cls, C4A e C2) e genes que codificam
receptores de baixa afinidade para a regido Fc da IgG (FCGR2A e FCGR3A). A
deficiéncia hereditaria dos primeiros componentes da via classica do sistema
complemento (C1qg, C2 e C4) tem sido fortemente associada a susceptibilidade ao
LES, o que é um paradoxo, visto que o sistema complemento € tido como um
mediador da inflamacéao (TSAO, 2004).

1.2. Programmed Death -1 (PD-1)

A funcédo e ativacdo das células T sao fortemente reguladas positivamente
e negativamente por moléculas co-estimulatérias. A expressao e funcdo anémalas
dessas moléculas tém sido associadas com a ativagdo persistente de células T
autorreativas em doencas autoimunes como AR e LES (WAN et al., 2006). Os co-
estimuladores dos linfocitos T mais bem conhecidos sdo os componentes da
familia de moléculas B7 nas Células Apresentadoras de Antigeno (APCs), que se
ligam a membros da familia de receptores CD28 (Figura 1) nas células T. As
primeiras proteinas dessas familias a serem descobertas foram CD28 e B7-1
(ABBAS, LICHTMAN e SHIV, 2008).
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FIGURA 1: Sumério dos membros da familia CD28 e seus ligantes. Nomes, padrbes de expresséo e fungéo
sdo indicados— figura adaptada de OKAZAKI, 2007 (OKAZAKI e HONJO, 2007).

Uma das proteinas da familia CD28 é o PD-1 (Programmed death 1), um
receptor de superficie celular codificado pelo gene PDCD1 — Programmed cell
death 1 (MIN #600244), pertencente a superfamilia das imunoglobulinas, que age
como uma molécula inibitéria em células T apds interagir com seus ligantes PD-
L1 e PD-L2 (KRONER et al., 2005).

A proteina PD-1 é transmembrana monomérica do tipo | composta por
288 aminoacidos (aa), podendo ser encontrada tanto em solucdo quanto na
superficie celular. O seu dominio citoplasmatico apresenta dois residuos de
tirosina, um imunorreceptor tyrosine-based inhibition motif (ITIM) e um outro
imunorreceptor tyrosine-based switch motif (ITSM) que é o principal responsavel
pela acdo inibitoria da proteina (OKAZAKI e HONJO, 2007). Essa importante
funcdo inibitéria foi revelada em 1999, pela propensdo a autoimunidade
observada em camundongos knockout para o gene PDCD1 (Pdcdl/). O gene
que codifica essa proteina esta localizado no cromossomo 2 de humanos e

consiste em 5 éxons (Figura 2). O éxon 1 codifica uma pequena sequéncia sinal;
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0 éxon 2, um dominio Ig. A cauda e o dominio transmembrana sdo feitos pelo
éxon 3 e 0 éxon 4 codifica uma pequena sequéncia de 12 aa que marcam 0 inicio
do dominio citoplasmatico. O éxon 5 contém o residuo intracelular C-terminal e
uma longa 3"UTR (untranslated region) (KEIR et al., 2008).

HC_O00002 , 10
A 242449731 | A 242440701 ]
I, T 3"
HH 0051 E. ] B - hE0T08%.] precurser

B - coding eegion B - untrensloled Fegicon

FIGURA 2: Representacdo do gene PDCD1. As regides em vermelho correspondem as sequéncias

codificantes e em azul sdo regides que ndo serdo traduzidas. Fonte: NCBI, 2009.

A via PD-1-PD-L controla a autoimunidade, pois regula ambas inducéo e
manutencdo da tolerancia periférica. A expressdo de PD-1 € induzida pela
sinalizacao de receptor de célula T (TCR) ou B (BCR) em células TCD4+, TCD8+,
células Natural Killers, células B e mondcitos ativados. No entanto, € também
observada em uma variedade de células ndo hematopoiéticas, incluindo células
endoteliais vasculares, células epiteliais, musculares, hepatocitos, células das
ilhotas pancreaticas e astrocitos no cérebro e também em locais de privilégio
imune, como a placenta e o olho. As moléculas as quais o PD-1 se liga, PD-L1 e o
PD-L2, sdo ambas componentes da familia B7. PD-L1 €& constitutivamente
expressa em APCs e células T e é mais regulada por citocinas pro-inflamatorias;
a expressdo de PD-L2 é induzida por citocinas. Os dois ligantes diferem no
padrao de expressédo, sendo a do PD-L2 mais restrita que do PD-L1 (OKAZAKI e

HONJO, 2007).

ApoOs ativacao inicial da célula T, interacdes PD-1-PD-L podem limitar a
proliferacéo de células T autorreativas e producdo de citocinas, visto que quando
estimulado por antigeno, o PD-1 amortece a sinalizacdo do TCR. A ligacdo do
PD-1 na superficie celular leva a fosforilagdo de tirosinas citoplasmaticas dessa
molécula e aumenta a associacdo SHP-2 com ITSM. O recrutamento de SHP-2
desfosforila a sinalizacdo de TCR e BCR atravées da via PI3K
(phosphatidylinositol-3-OH kinase) e direciona os sinais através de Akt. PD-1,
entdo, diminui a inducdo de citocinas como IFN-y e proteinas de sobrevivéncia
celular, como Bcl-xL (Figura 3). Entretanto, quando a sinalizacao através de CD28

ocorre ao mesmo tempo que de PD-1 e a ligacdo TCR, efeitos inibitérios podem
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ser superados e a producdo de citocinas e sobrevivéncia das células é
aumentada (OKAZAKI e HONJO, 2007; KEIR et al., 2008).
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FIGURA 3: Via de inibicdo da sinalizacdo do receptor do antigeno de células T, através da ativacdo da
proteina PD-1 — figura adaptada de KEIR, 2008 (KEIR et al., 2008).

A gquantidade de expresséo de PD-1 e o grau de envolvimento entre ela e
seus ligantes regula o limiar de ativacdo de células T e a quantidade de citocinas
produzida (SHARPE et al.,, 2007), regulando, dessa forma, a inducdo e a
manutencado da tolerancia periférica. Funcdes efetoras de células T autorreativas
gue migram para o tecido alvo (como o pancreas em diabetes tipo 1) podem ser
limitadas pela expressdo de PD-L1 nas células do tecido ndo hematopoiéticas
(como células endoteliais vasculares) ou células das ilhotas. PD-L1 parece ter
uma fungdo Unica na manutencao da tolerancia no tecido-alvo (Figura 4) (WANG
et al., 2007).
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FIGURA 4: A via PD-1-PD-L — figura adaptada de SHARPE et al. (2007).

Estudos em camundongos também corroboram para a afirmacéo do papel
regulatorio do PD-1. Experimentos com camundongos knockout para o gene
PDCD1 mostraram o desenvolvimento de cardiomiopatia autoimune ou uma
sindrome semelhante ao lupus, dependendo da raca. Em uma forma de infecgéo
viral cronica em camundongos, células T especificas para o virus ficam
paralisadas funcionalmente, mas podem ser salvas bloqueando-se o PD-1. Esse
resultado sugere que o virus pode controlar uma via reguladora normal do
hospedeiro para evitar o sistema imunoldgico do mesmo (ABBAS, LICHTMAN e
SHIV, 2008).

O locus 2g35-37 (SLEB2) foi recentemente mapeado para a regiao
2037.3, onde o gene PDCD1 esta localizado (JOHANSSON et al., 2005) e onde
foram encontrados sete SNPs (Single Nucleotide Polymorfism) (Tabela 1), que
foram localizados no gene como segue: PD-1.1 na regido promotora (posicédo 531
do iniciador), PD-1.2 no intron 2 (posicdo 6438), PD-1.3 no intron 4 (posicéo
7146), PD-1.4 no intron 4 (posicdo 7499), PD-1.9 no éxon 5 (posicdo 7625,
substituicdo alanina->valina), PD-1.5 no éxon 5 (posicdo 7785, alanina ->alanina)

e PD-1.6 na 3'UTR (posicdo 8738). Foram identificados cinco haplétipos em
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familias nordicas, pois os SNPs PD-1.1, PD-1.2 e PD-1.9 estdo em desequilibrio
de ligacao, assim como PD-1.4 e PD-1.5 (PROKUNINA et al., 2002).

TABELA 1. SNPs encontrados no gene PDCDL1. Alelos dos sete SNPs em PDCD1 indicam cinco diferentes
haplétipos em mudltiplos casos de familias Nérdicas. Numeros e frequéncias de todos os hapl6tipos em
cromossomos transmitidos (T) para individuos afetados com LES e o grupo de cromossomos nao
transmitidos (NT) para individuos afetados sdo mostrados X2 = 15,1, d.f. = 4, P= 0,005. O haplétipo nimero 1
(mostrado em negrito) contém o alelo PD-1.3A — adaptado de PROKUNINA et al., 2002.

SNP T NT
PD-1.1 PD-1.2 PD-1.3 PD-14 PD-19 PD-15 PD-1.6 n= 64 n= 64

1 A A A G C C A 16(0,25) 3(0,05)

2 A A G G C C A 23(0,36) 31(0,48)
3 A A G A C T A 18(0,28) 17(0,27)
4 A A G A C T G 4(0,06) 12(0,19)
5 G G G G T C G 3(0,05)  1(0,02)

Dentre esses SNPs, o PD-1.3G/A foi associado ao desenvolvimento de
LES em escandinavos e mexicanos. Nesse estudo, foi proposto que o alelo A
desse SNP altera o sitio de ligacdo de um fator de transcricdo, o0 RUNX1 (ou
AML1), localizado em um promotor intrénico, sugerindo um mecanismo que pode
contribuir para o desenvolvimento da doenca (PROKUNINA et al., 2002).
Posteriormente, o0 mesmo SNP foi relacionado a diabetes mellitus tipo 1
(NIELSEN et al.,, 2003) e @ AR, em um estudo do norte europeu, no qual, a
associacdo do SNP a AR foi, especificamente, ao grupo de pacientes

soronegativos para FR e o “epitopo compartilhado” (PROKUNINA et al., 2004b).

O promotor do gene PDCD1 tem niveis muito altos de GC (de 50 a 75%),
propiciando a formacgdes de ilhas CpG, um sitio potencial de metilacdo. O alelo A
da mutacédo do promotor transforma esse sitio potencial de CpG para CpA, que é
circundado por muitos outros potenciais sitios de metilacdo. Esse mecanismo é
um meio de regular a atividade do gene e mudangas nele podem condicionar o
estagio de desenvolvimento da expressdo do PDCD1 (PROKUNINA e ALARCON-
RIQUELME, 2003).

O SNP intrénico foi associado ao LES, especialmente em escandinavos,
com forte ligacdo aos pacientes com nefrite. H4 também uma associacdo com AR

em subgrupos de pacientes negativos para o fator reumatdide e *“epitopo
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compartilhado” (PROKUNINA et al., 2002; PROKUNINA et al., 2004b). Entretanto,
em algumas populacbes asiaticas essa regido ndo apresenta polimorfismo,
ressaltando a heterogeneidade genética que existe entre os povos (KONG et al.,
2005; IWAMOTO et al., 2007).

Com base nos argumentos expostos, percebe-se a importancia de se
reproduzir os estudos de associacdo desse polimorfismo em diferentes
populacdes e, dessa forma, verificar a ligacdo do alelo de risco as doencas. Além
disso, a utilizagédo de SNPs como marcadores dessas doencgas podem facilitar seu

diagndstico e prognastico.

2.0BJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral
Verificar a existéncia de uma associagcédo entre o polimorfismo PD1.3 do

gene PDCD1 e as doencas autoimunes Artrite Reumatdéide e Lupus Eritematoso

Sistémico no estado de Santa Catarina.
2.2.0bjetivos Especificos

» Acrescentar as amostras dos novos individuos as amostras ja existentes no
Laboratério de Polimorfismos Genéticos (LAPOGE), CCB - UFSC, para
constituir um banco de dados de Artrite Reumatéide e Lupus Eritematoso
Sistémico com informac¢des epidemiologicas e dados clinicos sobre os

pacientes e um banco de dados epidemioldgicos de individuos controles;

» Otimizar os protocolos utilizados nas técnicas de genotipagem do gene
PDCD1;

« Identificar as frequéncias alélicas e genotipicas do SNP 1.3 do gene PDCD1

em pacientes e controles;
* Testar o equilibrio de Hardy-Weinberg das amostras;

* Verificar se h4 associacdo entre os gendtipos, alelos, dados clinicos e
epidemioldgicos levantados e as doencas estudadas;

* Comparar os resultados encontrados neste estudo com aqueles de outras

populacdes descritas na literatura.
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1.Aspéctos Eticos

O presente estudo esta inserido em um projeto intitulado: GENETICA DA
AUTOIMUNIDADE: polimorfismos em IUpus eritematoso sistémico e artrite
reumatdide em pacientes de Santa Catarina, submetido e aprovado pelo comité
de Etica em Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (CEP-
UFSC), no parecer de numero 172/06, de 26/06/2006. Este projeto foi aprovado
no edital universal 003/2006 da FAPESC, estando em vigéncia até dezembro de
20009.

3.2.Coleta de Sangue e Dados dos Pacientes

As amostras foram coletadas no Hospital Universitario (HU), vinculado a
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os pacientes diagnosticados
com Artrite Reumatoide (AR) ou Lupus Eritematoso Sistémico (LES) pela equipe
de Reumatologia do hospital, de acordo com os critérios da Comunidade
Americana de Reumatologia (American College of Rheumatology — ACR),
declararam sua participacao através da assinatura de um termo de consentimento
informado (Anexo 1). A coleta das informacbes foi realizada durante uma
entrevista, através de um questionario de dados epidemiologicos e familiais,
disponivel no anexo 2. Os dados clinicos dos pacientes com AR foram
complementados a partir de informacdes obtidas dos prontuarios. Além disso,
uma amostra de sangue periférico de 10ml foi coletada pelos enfermeiros do HU
em tubo Vacutainerl com anticoagulante EDTA. A separacdo dos componentes
do sangue, extracdo do DNA e estabelecimento dos genotipos foram realizados
no LAPOGE.

O grupo controle é composto por individuos saudaveis e sem historico
familiar de pessoas com doencas autoimunes, que ratificaram sua participacao
nessa pesquisa, através da assinatura do termo de consentimento informado
(Anexo 3). Os dados pessoais e a amostra de sangue foram obtidas da mesma
forma que os dos pacientes, sendo que o questionario utilizado nesse caso
encontra-se no anexo 4. Esse grupo de pessoas pertencem ainda, a um projeto

de pesquisa e extensao realizado paralelamente pela equipe do LAPOGE.
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Das amostras analisadas, 63 individuos diagnosticados para LES e 75
individuos controles ja haviam sido genotipadas para o gene PDCD1 em um

trabalho realizado anteriormente no Laboratorio (BACK, 2007).
3.3.Métodos Laboratoriais
3.3.1.Separacao dos Componentes do Sangue

As amostras de sangue foram centrifugadas a 2500g durante 20 min. Os
componentes sdo separados em plasma, leucdcitos e hemacias e estocados a -

20°C. O DNA genémico foi extraido dos leucdcitos.
3.3.2.Extracao e Quantificagdo do DNA

Para extrair o DNA genbmico das amostras, utilizou-se a técnica de
Fenol-cloroférmio, de acordo com Sambrook e Russel (2001). Esse material foi
armazenado a -20°C e faz parte do banco de dados do Laboratério, sendo

também utilizado em outros projetos.

ApOs a extracdo, uma aliquota do produto foi quantificada em
espectrofotbmetro através da leitura da absorbancia a 260 nm e 280 nm.
Posteriormente, as amostras foram diluidas para a concentragdo final de 20

pg/ml, padrao do laboratério.
3.3.3.Genotipagem

A genotipagem foi realizada através da amplificacdo da regido do SNP
PDCD1 1.3 pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR — Polimerase chain
reaction) e posterior detecg¢do do polimorfismo pelo tamanho do fragmento com o
uso de enzima de restricdo (RFLP — Restriction fragment lenght polimorfism).

Com base no protocolo realizado por Back (2007) para a reacdo em
cadeia da polimerase, foi utilizada uma solugdo com 2,5 pl de tampéao de PCR
10X (Tris-HCI 200 mM - pH 8,4 -, KCI 500 mM); 1,5 ul de MgCl, (50 mM); 0,4 ul
de dNTP na concentracdo de 10 mM; 0,1 pl de cada oligonucleotideo iniciador (50
MM; Tabela 2); 0,1pl de BSA (10 mg/ml); 0,2 ul de Tag DNA polimerase (5 U/ul) e
15,3 ul de agua ultra-pura. Por fim, adiciona-se a 5,0 ul de DNA (20 ug/ml). No
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termociclador, os ciclos de amplificacdo occorreram de acordo com um programa
especifico para PDCD1 (BACK, 2007):

. 1° passo: 95°C por 10 min;

«  2°passo: 94°C por 15 s (desnaturagao);

e 3°passo: 60°C por 30 s (pareamento dos iniciadores);
. 4° passo: 72°C por 15 s (extensdo da cadeia);

«  5°passo: repeticdo do 2° ao 4° passos por 33 vezes;

«  6°passo: 72°C por 2 min (extensao final).

TABELA 2. Sequéncia dos iniciadores utilizados na PCR — RFLP.

PDCD1 +7146 Iniciadores 5’ > 3’
PD1.3F CCC CAG GCA GCAACC TCAAT  sHANGHERA
PD1.3R GAC CGC AGG CAG GCA CAT AT  etal,, 2004.

O produto da PCR (3,0 pl) foi digerido pela enzima Pst |, a 37°C por duas
horas. A mistura de reacdo para RFLP continha 1,5 ul de tampéao (NEB 3), 0,2 ul
de BSA, 0,3 uyl da endonuclease de restricdo (6U) e 4,0 yl de agua miliQ. A
enzima reconhece uma sequéncia especifica, 5’-G/ACGTC-3’, que corresponde
ao seu sitio de restricdo. Quando ocorre uma substituicdo de um nucleotideo G
para A na posicdo 7146 do gene PDCD1, o polimorfismo gera a sequéncia de
reconhecimento da enzima. Dessa forma, toda vez que a enzima reconhece o
sitio de restricdo, o fragmento de DNA de 180 pb é cortado em um de 150 pb e
outro de 30 pb (Figura 5).

Para a verificagdo dos resultados, o produto da digestéo foi corado com
solucdo GelRed e submetido a eletroforese em um gel de agarose 3%. O
genatipo foi classificado de acordo com o tamanho dos fragmentos gerados (GG -
180 pb; AG - 180 pb, 150 pb e 30 pb; AA - 150 pb e 30 pb), visualizados com o
auxilio de um fotodocumentador que registra as imagens e possibilita uma analise

posterior (Figura 5).
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180 pb —»
150 pbp —»

FIGURA 5. Foto de Gel de agarose 3% com amostras de PCR-RFLP tratadas com a enzima Pstl. Peso
molecular (PM) de 50 pb ( 1% coluna) é seguido pela amostra 1, genotipada como AA (2%coluna). As amostras
2 e 3 foram consideradas como GG e as amostras 5 e 6, GG. Na amostra 4, foi utilizada uma amostra de
PCR sem digestédo, como controle.

3.3.4.Anélise Estatistica dos Resultados

A verificacao do equilibrio da distribuicdo dos gendtipos em cada grupo de

estudo foi feita atraves do teste de equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para determinar a associacdo do polimorfismo analisado e as doencas
estudadas, o calculo do Odds Ratio (OR), segundo WOOF (1955), permitiu a
observacdo de quantas vezes o carater em questdo (AR ou LES) foi mais
frequente nos individuos que possuem o polimorfismo estudado em relagéo
agueles que nao o possuem. O calculo foi feito com base na tabela 3 utilizando o

programa HDS EpiMax Calculator.

O valor de p igual a 0,05 foi adotado como limite de significancia para

todos os testes realizados.

O valor de OR é muito préximo ao do risco relativo, que exprime quantas
vezes 0 carater em estudo é mais frequente entre os portadores de um
determinado fator (por exemplo, um alelo especifico) do que entre aqueles que
ndo possuem o mesmo fator. O valor de OR é obtido a partir da construcao de
uma tabela 2x2 na qual sdo considerados os pacientes com o fator (casa A), 0s
pacientes sem o fator (casa C), os controles com o fator (casa B) e os controles

sem o fator (casa D). O valor de OR resulta de efetuar a operacdo (A.D)/(B.C).
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Caso o valor de uma as casas seja zero, usa-se a modificacdo de Haldane, cuja
férmula é: OR=[(A+0,5).(D+0,5)/(B+0,5).(C+0,5)] (Tabela 3).

TABELA 3: Representacao de frequéncias de um determinado alelo em pacientes e controles para o calculo
de Odds ratio.

Pacientes Controles

Presenca do alelo A B

Auséncia do alelo C D

Valores de OR iguais a 1 significam que o fator ndo estad associado a
doenca em questdo. Valores maiores do que 1 podem indicar maior probabilidade
de desenvolver a doenca, enquanto que valores menores do que 1 apontam para
uma certa protegéo, conferida pelo fator estudado ou por um outro fator ligado ao

primeiro, contra o desenvolvimento da patologia.
4. RESULTADOS

4.1. Caracterizagcdo da Amostra

Foram analisados 310 individuos sem qualquer grau de parentesco — sendo

87 pacientes com Artrite Reumatbide, 95 pacientes com LuUpus Eritematoso

Sistémico e 128 individuos saudaveis pertencentes ao grupo controle. Para algumas

analises o numero amostral sofre modificacbes devido a falta de alguns dados nos

guestionarios dos pacientes. Todas as pessoas residem em Santa Catarina e a

maioria é natural do estado (73,55%). A faixa etéria desses individuos varia de 15 a

84 anos, sendo que a média foi de 54,42 anos para pacientes com AR; 37,35 anos

para LES e 47,00 anos para o grupo controle (Figura 6).
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FIGURA 6: Distribuicao percentual de frequéncia de casos e controles por faixa etaria.

A amostra possui uma predominancia de eurodescendentes tanto em
pacientes como em controles. A etnia de cada um foi definida pelas caracteristicas
morfologicas dos individuos e dados de ancestralidade e migracao relatados pelos
pacientes. A proporcdo de indigenodescendentes € menor nos trés grupos
estudados O chi-quadrado de homogeneidade permite observar que as amostras
diferem estatisticamente entre si quanto a distribuigdo étnica (X°w) = 9,2725, p =
0,0546) (Figura 7).
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FIGURA 7: Distribuicdo étnica de pacientes e controles.
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As frequéncias de homens e mulheres diferem em todos os grupos
analisados (Figura 8). O grupo de pacientes com AR apresenta um percentual de
individuos do sexo feminino de 86,21%, valor menor em relacdo aos outros
grupos, 96,84% para LES e 96,09% para controles. O chi-quadrado de
homogeneidade permite observar que as amostras de AR diferem
estatisticamente dos controles (xz(l) = 6,9532, p = 0,0084) e dos pacientes com
LES (xz(l) =6,7067, p = 0,0137 ). Os pacientes com LES, por sua vez, nao difere
do grupo controle (xz(l) =0,0848, p =0,7709).
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FIGURA 8: Distribuicao percentual de homens e mulheres nos grupos estudados.

4.2. Frequéncias Alélicas e Genotipicas do Polimorf  ismo PD - 1.3

Dentre os dados coletados, foram genotipados 128 individuos controles e
95 pacientes com LES, sendo que 75 individuos controles e 63 individuos
diagnosticados para LES ja haviam sido genotipadas para o SNP PD1.3 em um
trabalho realizado anteriormente no Laboratério (BACK, 2007) e também foram
genotipados 87 pacientes com Artrite Reumatdide. As frequéncias genotipicas e

alélicas podem ser observadas nas tabelas 4, 5 e 6.
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TABELA 4: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas e frequéncias alélicas em controles para o SNP

PD1.3.
Genotipos Observados Gendtipos Esperados
PDCD1

(n=128) (n=128)
*G*G 110 108,79
*G*A 16 18,43

*ARA 2 0,78

X' = 2,242 p=0,1343
Frequéncias Alélicas

PDCD1*G 0,9219
PDCD1*A 0,0781

TABELA 5: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas e frequéncias alélicas em pacientes com AR

para o SNP PD1.3.

Genotipos Observados

PDCD1
(n=87)
*G*G 71
*G*A 12
*ARA 4
X’w=9,0115

Frequéncias Alélicas
PDCD1*G

PDCD1*A

Genotipos Esperados

(n=87)

68,16
17,69
1,15

p = 0,0027

0,8851

0,1149
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TABELA 6: Frequéncias genotipicas observadas e esperadas e frequéncias alélicas em pacientes com LES
para o SNP PD1.3.

Gendtipos Observados Genotipos Esperados
PDCD1
(n=95) (n=95)
*G*G 80 77,86
*G*A 12 16,29
*A*A 3 0,85
X’ = 6,6268 p=0,01

Frequéncias Alélicas
PDCD1*G 0,9053

PDCD1*A 0,0947

A distribuicdo dos genotipos encontrada no grupo controle encontra-se
em equilibrio de Hardy-Weinberg ()(2(1) = 2,242, p = 0,1343). No entanto, a
distribuicdo observada nos pacientes, tanto de LES quanto de AR, ndo esta
dentro do equilibrio (¥’ = 6,6268, p = 0,01 para LES e x*1) = 9,0115, p = 0,0027
para AR).

4.3. Estudo de associacao das doencas com o polimor  fismo PD-1.3

Para o calculo de Odds Ratio (OR), foi considerado o alelo A como risco
de desenvolver AR e o valor obtido foi OR = 1,916. No entanto, nenhuma
diferenca estatisticamente significativa foi encontrada. A analise comparativa de
genatipos foi feita considerando-se o grupo de gendtipos AA+GA como de risco e
também, os gendtipos AA ou GA. Sendo o valor de OR mais alto para o gendétipo
AA (OR = 3,036). Ainda assim, ndo houve valores estatisticamente significativos

para nenhuma das associacdes propostas (Tabela 7).
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TABELA 7: Andlise de associagdo entre pacientes com AR e controles para alelos e gendtipos do

polimorfismo PD-1.3.

OR IC 95% P
ALELOS
Avs. G 1,916 0,916 - 4,022 0,089
GENOTIPOS
AA + GA 1,377 0,620 - 3,055 0,507
AA 3,036 0,465 - 24,411 0,366
GA 1,120 0,466 - 2,675 0,945

OR = Odds ratio; IC = intervalo de confianca; p = probabilidade.

Os pacientes com LES tiveram o mesmo alelo e os mesmos genotipos
analisados como fator de risco que os pacientes com AR. Ao considerar o alelo A
ou o gendtipo AA como fator de risco, obteve-se um valor de OR = 1,544 e OR =
2,054 respectivamente, mas estatisticamente ndo significativo (p = 0,299 e p =
0,735 respectivamente). Quando o0s outros genotipos ou grupos foram
considerados de risco (AA+AG e GA), os valores de OR obtidos foram muito
proximos de 1 (OR = 1,146 e OR = 1,012 respectivamente), assim como o valor
de p (p = 0,867 e p = 1,000 respectivamente) (Tabela 8).

TABELA 8: Analise de associagdo entre pacientes com LES e controles para alelos e genétipos do

polimorfismo PD-1.3.

OR IC 95% p
ALELOS
Avs. G 1,544 0,727 - 3,287 0,299
GENOTIPOS
AA+GA 1,146 0,512 - 2,559 0,867
AA 2,054 0,273 - 17,976 0,735
GA 1,012 0,423 - 2,408 1,000

OR = Odds ratio; IC = intervalo de confianga; p = probabilidade.

A relacao entre a presenca do alelo A e pacientes com AR que possuiam
FR positivo também foi analisada através do calculo de Odds ratio. Pacientes com

FR positivo apresentaram maior frequéncia do alelo A (OR = 5,118, p = 0,013)
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que pacientes soronegativos. O que indica uma associacdo estatisticamente

significativa entre esses dois fatores (Tabela 9).

TABELA 9: Andlise de associagdo entre pacientes com AR que possuem ou ndo fator reumatoide positivo

para o alelo A.

OR IC 95% P
ALELOS

Avs. G 5,118 1,324 — 23,145 0,013

OR = Odds ratio; IC = intervalo de confianga; p = probabilidade.
4.4. Dados Epidemiol6gicos

A maioria das mulheres pertencentes aos trés grupos tinham filhos. Em
todos os grupos, mais de 70% das mulheres ja havia engravidado (Figura 9),
sendo que 60,56% das mulheres com AR tinham mais de 2 filhos e somente
7,04% eram nuliparas. Diferentemente das mulheres com AR, 20,00% das
pacientes com LES e 20,54% das mulheres do grupo controle nunca

engravidaram.
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FIGURA 9: Distribuicdo percentual de pacientes e controles de acordo com o namero de filhos.
O numero de mulheres, com AR, que fazem ou ja fizeram uso de

anticoncepcional foi de 30 em um total de 40 que ja fizeram ou fazem tratamento

hormonal (75%). Trinta mulheres ndo fazem e nunca fizeram nenhum tipo de
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tratamento hormonal (52,6%). Das pacientes com LES, 60% ja fizeram ou fazem
algum tratamento hormonal e, dessas, 94,6% fizeram uso do anticoncepcional. Ao
relacionar esses dados com os alelos e genétipos do polimorfismo estudado, ndo

foi encontrada associacao.

Com base na declaracdo dos pacientes e dos controles sobre o fato de
fumar ou ja terem fumado, os individuos foram divididos em duas classes:
fumantes e nao fumantes (Figura 10). Tanto os pacientes quanto os controles em
sua maioria sdo ndo fumantes. Levando em consideragdo o habito de fumar, ndo
foi encontrada diferenca significativa entre controles e pacientes com AR (OR=
1,650, IC 95% = 0,876 — 3,110, p = 0,130) e nem entre controles e pacientes com
LES (OR =1,711, IC 95% = 0,894 — 3,277, p =0,111).
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FIGURA 10: Porcentagens de fumantes e ndo fumantes distribuidos entre os grupos estudados.

Os pacientes também foram questionados quanto ao consumo de bebida
alcodlica. Independentemente da quantidade ingerida, 86,08% dos individuos com
AR (n= 79) disseram n&o consumir nenhum tipo de alcool, assim como 85,92%
dos pacientes de LES (n= 71). Em contrapartida, 13,92% e 14,08% dos pacientes
de AR e LES, respectivamente, afirmam que consomem. N&o foi encontrada
associacdo significativa entre os alelos ou genoétipos e o consumo de bebida

alcoodlica.

As articulacbes que apresentavam inchaco ou dor nos dez dias

antecedentes a entrevista foram relatadas pelos pacientes, que foram divididos
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em trés grupos: pacientes com dor nas maos, pés, punhos, tornozelos, joelhos e
cotovelos, aqueles com dor nos ombros, pescoco, quadril e coluna e aqueles que
nao se queixavam de dor em nenhuma articulacdo. O primeiro grupo teve
participacdo de 36% dos pacientes; o segundo, 44% e 20% dos pacientes nao
relataram manifestacbes articulares recentemente. A hipGtese de associacdo

entre a gravidade das articulagdes e os alelos estudados se mostrou negativa.

Das manifestacdes que acometem os pacientes com LES duas foram
analisadas quanto a possivel associacdo ao polimorfismo: atrite e
fotossensibilidade. Mas nenhuma delas apresentou associagao significativa. Em
relacdo a artrite, 49,5% dos pacientes apresentavam a manifestacdo: 40,0%
queixavam-se de fotossensibilidade; 30,5% diziam ter algum acometimento renal

e 14,8% possuiam fenbmeno de Raynaud.
5. DISCUSSAO

A prevaléncia de eurodescendentes na amostra pode ser explicada pela
histéria do Brasil e o modo como ele foi sendo povoado ao longo do tempo. A
mistura de povos indigenas, europeus, africanos e asiaticos proporcionaram a
formacdo de uma populacdo heterogénea no pais. Entretanto, na regido Sul, a
colonizacdo ocorreu com prevaléncia de europeus, principalmente portugueses,
alemées, italianos e poloneses, formando uma populagdo composta em sua
maioria de eurodescentes. A figura 7 mostra que mais de 80% dos individuos
controle analisados sdo eurodescentes (88,7%), seguidos dos afrodescendentes
(10,5%) e em propor¢cao muito menor, os indigenodescendentes (0,8%). Esses
dados sao semelhantes aqueles encontrados em uma amostra pertencente a um
estudo realizado no Hemocentro de Santa Catarina (HEMOSC), no qual, havia
uma taxa de 91,2% de eurodescendentes e 8,8% de afrodescendentes
(BARBETA et al., 2002). No entanto, ha maior proporcao de afrodescendentes no
grupo de pacientes com LES (20,9%) e com AR (20,7%), observado também em
outro estudo onde o LES, por exemplo, mostra-se mais frequente em mulheres

norte americanas afrodescendentes (KOTZIN, 1996).

Outra caracteristica que ndo apresenta uniformidade entre 0os grupos € a
idade. As doencas autoimunes estudadas ndo atingem pessoas da mesma faixa

etaria. A média de idade de individuos acometidos pela AR encontrada na
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populacdo de Santa Catarina é de 54,4 anos, um pouco menor que a observada
na populacdo norte americana, 66,8 anos (HELMICK et al. 2008). J& o LES possui
maior incidéncia em mulheres em idade reprodutiva (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE REUMATOLOGIA, 2009), sendo 37,35 anos a média de idade observada
nesse estudo. A figura 6 mostra as classes de idade nas quais os grupos foram
divididos. A distribuicdo do grupo controle assemelha-se a da AR, mas, percebe-
se que a curva dos pacientes com LES desloca-se para a esquerda, sendo esses

mais jovens.

Assim como a maioria das doencas autoimunes, LES e AR possuem
maior incidéncia em individuos do sexo feminino (LLEO et al., 2008). Sugere-se
que essa prevaléncia esteja relacionada a participagdo de horménios sexuais no
desenvolvimento das doencas. Diferentes niveis hormonais tém sido encontrados
em mulheres, mas ndo em homens com LES (AHMED e KARPUZOGLU-SAHIN,
2005), cuja relacdo mulher-homem é relativamente alta em relacdo aos casos de
AR (9:1 em LES e 2,5:1 em AR) (ARTHRITIS FOUNDATION, 2008; BORBA et al.,
2008). A mesma relacdo € observada nos resultados do presente estudo (Tabela
8).

5.1. Analises das frequéncias genotipicas do polimo  rfismo PD1.3

As frequéncias genotipicas do grupo controle encontram-se em equilibrio
de Hardy-Weinberg, como se pode observar na tabela 5. Todavia, aquelas
observadas nos grupos de pacientes nao estdo dentro do equilibrio (Tabelas 6 e
7). Braun-Prado e Petzl-Erler (2007), em um estudo com pacientes acometidos
por pénfigo folidceo, encontraram frequéncias distribuidas dentro do equilibrio
para esse SNP. Por conseguinte, esse resultado pode estar indicando uma
associacdo as doencas ou, o desequilibrio entre as frequéncias pode ser devido

ao numero amostral utilizado.

Em um estudo realizado no Reino Unido a frequéncia do genoétipo AA é
maior nos controles que o mostrado pelo presente estudo. O valor encontrado foi
de 1,5 (SUTHERLAND et al., 2007), enquanto em Santa Catarina, a frequéncia de
AA foi 0,2. No Brasil, no Mato Grosso do Sul e Parana, a frequéncia desse
genadtipo também é maior que a encontrada na regiao Sul (1,0) (BRAUN-PRADO
e PETZEL-ERLER, 2007).
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5.2. Andlises das frequéncias e alélicas do SNP PD1 .3

A associacéo do alelo A do polimorfismo PD 1.3 do gene PDCD1 tem sido
cada vez mais estudada, principalmente apés um trabalho que mostrou
associacdo do SNP com LES em uma populacdo do norte da Europa. Além do
LES e da AR (PROKUNINA et al, 2002, 2004b) a participacdo desse
polimorfismo foi estudada em outras doencgas autoimunes como diabetes mellitus
tipo I (NIELSEN et al., 2003), doenca de Graves e doenca de Addison
(SUTHERLAND et al., 2007). Entretanto, nenhuma associac¢éo foi encontrada nos

dois Ultimos casos.

Na grande maioria dos paises Europeus estudados, a frequéncia do alelo
A é maior em pacientes que em controles (Tabela 10). O mesmo foi observado na
populacao estudada, onde a frequéncia do alelo A tanto nos pacientes com LES
guanto nos pacientes com AR foi maior que aquela encontrada no grupo controle.
A frequéncia do alelo A nos pacientes com AR € ainda maior que aquela
observada na populagédo européia, o que pode ser em decorréncia do numero
amostral relativamente baixo. Na China, um estudo relacionado a AR (KONG et
al., 2005) ndo encontrou a variante A na populacdo, o que também foi observado
no Japao num estudo de mesmo intuito (IWAMOTO et al., 2007). Na Dinamarca,
a frequéncia do alelo foi maior em pacientes (diabetes mellitus tipo 1) que em
controles e a frequéncia do alelo nos controles (6,8), € semelhante aquela
encontrada nesse estudo (7,8) (NIELSEN et al., 2003).

No entanto, em estudos de associacdo ao LES, grande parte da Espanha
e uma amostra coletada em Roma mostram uma inversdao dos padroes,
apresentando uma prevaléncia do alelo G entre os pacientes (Tabela 10). A
heterogeneidade genética das populacdes pode ser a maior causa dessa
divergéncia e a analise de haplétipos das populacdes da Espanha e da Suécia
para os SNPs do gene PDCD1 mostrou que h& diferenca entre as duas
populacdes, p = 0,04 (FERREIROS-VIDAL et al., 2004). loannidis et al. (2001)
apresentaram uma meta-analise que aborda diferentes estudos de associacéo
genética e, consequentemente em populagbes diversas. Esses autores
mostraram que a heterogeneidade entre os resultados desse tipo de investigacao
€ normal e que geralmente subsequentes trabalhos referentes ao mesmo tépico

divergem do inicial. Dados dessa natureza reforcam a necessidade de se estudar
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a associacao desses alelos em diferentes populacdes e validar a probabilidade de

risco em relagdo a autoimunidade.

TABELA 10: Frequéncias do alelo A - SNP PD1.3 — nos controles e pacientes de estudos de associa¢éo ao

LES realizados em diversas populac¢des, incluindo a do presente estudo.

Populacéao Alelo A (%) OR (IC 95%) Publicacao
Controles Pacientes
FERREIROS-VIDAL
Alemanha (11,0) (15,0) 1,43 (0,8-2,6) etal. 2007
Republica FERREIROS-VIDAL
Checa (5.5) (9.4) 1,78 (0,8-3,8) et al., 2007
. FERREIROS-VIDAL
Hungria (11,2) (15,4) 1,44 (0,8-2,6) etal., 2007
. FERREIROS-VIDAL
Mildo (20,7) (12,2) 1,16 (0,7-1,9) etal., 2007
FERREIROS-VIDAL
Roma (14,6) (9,9 0,64 (0,3-1,2) etal. 2007
, FERREIROS-VIDAL
Napoles (11,3) (13,0) 1,16 (0,7-2,0) etal., 2007
. FERREIROS-VIDAL
Grécia (10,6) (12,7 1,22 (0,8-1,8) etal.. 2007
Dinamarca (6,8) (11,6) 1,80 (0,96-3,4) NIELSEN et al., 2004
L. PROKUNINA et al.,
Sul da Suécia nc 2002
Norte da JOHANSSON et al.,
Suécia (5,5) (7,3) 1,35 (0,9-2,0) 2005
Finlandia NS (6,0) NS (3,0 0,46 SIGURDSSON etal.
. FERREIROS-VIDAL
ES - Santiago (11,5) (7,3) 0,60 (0,3-1,2) et al.. 2004
FERREIROS-VIDAL
ES - Madri (12,5) (6,1) 0,46 (0,2-0,9) et al., 2004
FERREIROS-VIDAL
ES - Sevilha (15,0) (10,2) 0,64 (0,4-1,1) et al., 2004
FERREIROS-VIDAL
ES - Granada (10,2) (9,3) 0,90 (0,4-2,0) et al., 2004
ES - FERREIROS-VIDAL
Barcelona (14,0) (15,4) 1,12 (0,6-1,9) et al., 2004
BR — Santa Presente estudo
Catarina (7,8) (9,4) 1,544 (0,7 - 3,3)

OR = Odds ratio; IC = intervalo de confianca; p = probabilidade; nc = ndo consta;

NS = nao significativo
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5.3. Andlise de associagdo do polimorfismo as doeng  as

A associacao do SNP ao LES ja havia sido estabelecida por Prokunina et
al. (2002) e apontava o alelo A como sendo fator de risco de desenvolvimento da
doenca. A inversdo encontrada na Espanha, onde o alelo G foi apontado como
fator de risco, colocou em ddvida a associacdo do SNP a doenca. Por esse
motivo Suarez-Gestal et al. (2008) realizaram um estudo para comparar a ligacao
do fator de transcricdo RUNX1 ao polimorfismo em questao e os resultados n&o
mostraram diferenca entre a interacao do fator de transcricdo ao seu sitio quanto
ao alelo A ou G. Posteriormente, Liu et al., através de uma meta-andlise da
populacdo Européia, corroborou com ambos os estudos (PROKUNINA et al.,
2002; SUAREZ-GESTAL et al., 2008), mostrando que o alelo A do SNP PD1.3
apresenta associacdo ao LES em europeus-nao hispanicos, enquanto para os
Espanhdis, o alelo de risco é o G. Além da heterogeneidade genética da
populacdo, outra questdo levantada € a participacdo de fatores ambientais que
poderiam estar influenciando essas populacdes, ja que o LES € uma doenca
complexa possuindo uma rede de interacdes entre genes e ambiente ainda pouco
estabelecida (LIU et al., 2009).

Existem poucos estudos de associacdo entre o SNP PD1.3 e a Artrite
Reumatoide (PROKUNINA et al., 2004b; KONG et al., 2005; IWAMOTO et al.,
2007) . Somente na Europa foi encontrada associacao do alelo a pacientes com
FR e epitopo compartilhado (SE) negativos (shared epitope) (PROKUNINA et al.,
2004b). KONG et al. (2005) e IWAMOTO et al. (2007) mostram que populacdes
asiaticas ndao sdo polimorficas na posicdo +7146 (G/A) do intron 4 do gene
PDCD1.

O valor de Odds ratio encontrado para AR, sugere uma associacao do
alelo A a doenca, ainda que nao esteja dentro de um valor estatisticamente
significativo (OR = 1,916, p = 0,089), pois o reduzido tamanho da amostra e a
falta de ferramentas estatisticas que analisem tal universo amostral impedem a

confirmacéo dos resultados.

Ainda que o estudo realizado por PROKUNINA et al. (2004b) tenha
revelado uma associagcéo do alelo a pacientes FR e SE negativos, 0 presente

estudo mostra que pacientes com fator reumatdide positivo apresentam uma
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maior frequéncia do alelo A (OR = 5,118, p = 0,013) em relacao a pacientes com
FR negativo. No entanto, o intervalo de confianga estabelecido (95%) se mostra
elevado (IC, 95% = 1,324 — 23,145).

O fator reumatdide foi a pista para a categorizagdo da AR como uma
doenca autoimune. A descoberta foi classificada como um anticorpo que se liga a
porcdo Fc dos anticorpos, logo, um autoanticorpo (FRANKLIN et al., 1957 apud
FIRESTEIN, 2003). Sendo o PD-1 uma molécula co-estimulatéria responsavel por
respostas inibitorias de células T (SHARPE et al., 2007), seria possivel que a
reducdo da producdo dessas proteinas desencadeassem uma menor inibicao
dessas células, podendo provocar maior ativacdo das mesmas e, por
consequéncia, aumentar a ativacdo de células B, que poderiam produzir mais
autoanticorpos. N@o obstante, € importante lembrar que aproximadamente 80%
dos pacientes sdo soropositivos para o fator reumatdide, podendo os dados
apresentar um desvio em decorréncia do numero de individuos utilizados nas

amostras.

Os gendtipos analisados ndo apresentaram nenhum valor de Odds Ratio
estatisticamente significativo quando analisado o risco de se desenvolver AR ou
LES. Nao obstante, o desvio do genotipo AA se mostrou maior que os demais,
tanto na amostra de pacientes com LES (Tabela 7), quanto na de AR (Tabela 6),
o0 que nao foi observado nos controles. Isso fez com que esse genotipo
apresentasse um OR mais elevado em relacdo aos outros. O mesmo desvio foi
observado em um estudo com pacientes acometidos por diabetes mellitus.
Nielsen et al. mostraram que a doenca estava associada ndo somente ao alelo A,
mas também ao gendtipo AA (NIELSEN et al., 2003). E necesséario um aumento
da amostra para verificar se esses resultados continuam dentro de um intervalo

estatisticamente nao significativo (p > 0,05).

Tendo em vista o resultado do teste chi-quadrado de homogeneidade
para as amostras de pacientes, os dois grupos foram analisados também como
um sO, o de pacientes com doencas autoimunes. Com o aumento do tamanho
amostral, o valor de OR apresentou-se proximo a significancia (OR = 1,823, p =
0,051, IC 95% = 0,997 - 3,353). Esses dados, em concordancia com o0s ja

apresentados, fornecem subsidios para que mais estudos sejam feitos no sentido
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de aumentar o tamanho dessas amostras para uma analise mais ampla da

populacdo em questao.

5.4. Analise dos dados Epidemiolbgicos

A parte o fator reumatdide, ja discutido nesse trabalho, nenhum dado
clinico apresentou associacdo estatisticamente significativa ao polimorfismo

estudado, entretanto, alguns pontos podem ser ainda discutidos.

Muitos trabalhos relacionam o habito de fumar a predisposi¢cdo ou
agravamento de doencas autoimunes (COSTENBADER e KARLSON, 2006). O
cigarro possui centenas de substancias toxicas que prejudicam uma série de
funcBes no organismo. A influéncia desse habito no desenvolvimento e aumento
da gravidade do LES tem sido reportado em diversos estudos (GHAUSSY et al.,
2001; COSTENBADER e KARLSON, 2005; MAJKA e HOLERS, 2006;). Além
disso, algumas manifestacdes do LES também foram relacionadas ao tabagismo,
principalmente as lesdes cutaneas (TURCHIN et al., 2009). Nao s6 ao LES, mas
também a AR esta constatada a influéncia do ato de fumar no desenvolvimento
da doenca e no seu mau prognostico (STOLT et al., 2003). Os dados mostrados
no presente estudo ndo mostram associacdo do tabagismo as doencas,

possivelmente, em decorréncia do tamanho da amostra.

Ainda relacionado a fatores de risco ambientais, inUmeros estudos
também trazem casos de associacdo da AR e do LES ao consumo de &lcool.
Todavia, muitos alegam associagdo negativa ou até mesmo protegdo a doenca
guando ha consumo moderado da bebida (HARDY et al., 1998; GHAUSSY et al.,
2001; WANG, 2008). Novamente, nao foi encontrada associagao entre o consumo

de alcool e as doencas estudadas.

A relagdo entre outras manifestacdes ndo analisadas, porém comuns ao
LES, como a nefrite, devem ser posteriormente analisadas, visto que ja foram
reportadas em outros trabalhos de associacdo ao polimorfismo PD1.3 do gene
PDCD1 (BACK, 2007; PROKUNINA et al., 2004a).
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. CONCLUSOES

As frequéncias genotipicas dos pacientes ndo se encontram em equilibrio de

Hardy-Weinberg ao contrario das frequéncias observadas nos controles;

Nenhum gendtipo mostrou-se associado ao LES, nem a AR neste estudo da

populacdo de Santa Catarina;

A frequéncia do alelo A foi maior nos pacientes (AR= 0,115; LES = 0,095) que
no grupo controle (controles= 0,078);

Nenhuma associacdo das doencas com o alelo variante do SNP PD1.3 foi

encontrada;

Os valores encontrados para a associagao de pacientes acometidos pela AR
com o alelo A do gene PDCD1 (PD1.3) e fator reumatoide positivo mostraram-
se estatisticamente significativos, apesar de possuirem um intervalo de

confianca relativamente grande.

Os dados epidemiologicos levantados permitiram a construgdo de um banco de
dados dos pacientes com AR e LES e, com isso uma maior caracterizagédo dos
mesmos no Estado. Todavia, ndo apresentaram nenhum valor significativo de

associacao as doencas ou aos alelos estudados no presente trabalho.

Este trabalho proporcionou um aumento do tamanho amostral existente no
LAPOGE.
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS COM APOIO
DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA E GEN ETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Informagdes aos participantes,

Este estudo tem como objetivo investigar aspectos da salude e genéticos de
pacientes que desenvolveram artrite reumatéide e controles saudaveis. Para isto pedimos
a colaboracao para doar 10 ml de sangue periférico (com anticoagulante EDTA) e para
responder um questionario que dura aproximadamente quinze minutos. O questionario e
a coleta de material serdo feitas por pessoas que fazem parte desta pesquisa e que sdo
devidamente treinados para este fim.

Deixamos claro que a participacdo dos pacientes nesta pesquisa € voluntaria e as
informagfes aqui coletadas, bem como dos resultados das analises genéticas serédo
mantidos sob sigilo e serdo utilizados somente pela equipe interna que faz parte desta
pesquisa. Caso 0 paciente ndo queira mais participar da pesquisa, podera reaver sua

amostra de DNA.

Toda a equipe agradece antecipadamente sua colaboracdo e se coloca a sua
disposicéo para esclarecer quaisquer duvidas que porventura aparegam. Caso ndo queira

mais fazer parte da pesquisa, pode entrar em contato pelo telefone (48) 3721-9804.
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu declaro que concordo em participar da pesquisa “Genética da Auto-
imunidade” na condi¢do de voluntério de acordo com os critérios expostos no termo de

consentimento livre e esclarecido:

Florianopolis,

Assinatura;

RG:
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ANEXO 2

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

Andlise de Polimorfismos Génicos em Pacientes com A rtrite Reumatdéide

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

Estado Civil: ( )S ( )C ( )D ( )V Ocupacéo:

Telefone:

DATA: [ AR:

Médico:

Responsavel:

DADOS Familiares:

NOME do pai:

CIDAde onde nasceu: Pro fissdo:
DESCEndéncia: Materna Paterna
NOME da mée:

CIDAde onde nasceu: Prof isséo:
DESCEndéncia: Materna Paterna

Tempo de doencga diagnosticada:

Histdrico Familiar: AR: ( )S ( )N Parentesco:

Outras D. Reumat.: ( )S ( )N Parentesco:
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Manifestacées Iniciais:

Evolucéo: Internacdes:

Observacdes: Osteoporose? Diabetes? Depressao?

( )S ( )N Quantas? Motivos?

( ) Febre ( ) Rigidez Matinal

( ) Derrame Articular () Dor Articular

Articulacdes Acometidas:

() Ombro ( ) Cotovelo ( ) Punho ( ) MCF
( )IFPM () Quadril () Joelho ( ) Tornozelo

( )MTF () IFPP Total: articulacdes

Manifestacdes Extra-articulares:

( ) Pleurite () Pericardite

( ) Vasculite Reumatoide ( ) Nodulos Reumatdides

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

() Sjoégren Secundario

( ) Outras Quais?

Sintomatologia Recente:

(Nos ultimos 10 dias)

() Febre () Rigidez Matinal
() Derrame Articular () Dor Articular

Articulac6es Acometidas:

() Ombro ( ) Cotovelo ( ) Punho ( )MCF
() IFPM () Quadril () Joelho () Tornozelo

( )MTF () IFPP Total: articulacdes
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Manifestacdes Extra-articulares:

() Pleurite () Pericardite

() Vasculite Reumatoide () Nodulos Reumatdides

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

() Sjogren Secundario

() Outras Quais?

Envolvimento Cardiovascular: ( ) HAS () Doenca Coronariana
() Angina () IAM Prévio
( ) Revascularizacao do Miocardio
( ) Cateterismo Prévio
Envolvimento Neurolégico: ( )AVC  ( )AIT ( ) Ateroma em Carétidas
Dislipidemia: ( ) Hipercolesterolemia () Hipertrigliceridemia

Hist. Familiar de Doenca Cardiovascular:  ( )S ( )N Parentesco:

DAS 28 =
Health Assesment Questionaire (HAQ)
Nivel de Dificuldade
Vocé é capaz de: Sem Com Com Incapaz de
qualquer alguma muita fazer
1. Vestir-se, inclusive amarrar 0s 0 1 2 3
corddes do sapato e abotoar suas
roupas?
2. Lavar sua cabeca e seus cabelos? 0 1 2 3
3. Levantar-se de maneira ereta de 0 1 2 3
uma cadeira de encosto retoe sem
braco?
4. Deitar-se e levantar-se da cama? 0 1 2 3
5. Cortar um pedacgo de carne? 0 1 2 3
6. Levar a boca um copo ou uma 0 1 2 3
xicara cheia de café ou agua?
7. Abrir um saco de leite comum? 0 1 2 3
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8. Caminhar em lugares planos? 0 1 3
9. Subir 5 degraus? 0 1 3
10. Lavar e secar seu corpo apés o 0 1 3
banho?

11. Tomar banho de chuveiro? 0 1 3
12. Sentar-se e levantar-se de um 0 1 3
vaso sanitario?

13. Levantar os bragcos e pegar um 0 1 3
objeto de aproximadamente 2,5 kg que

esta posicionado pouco acima de sua

cabeca?

14. Curvar-se para pegar suas roupas 0 1 3
no chao?

15. Segurar-se em pé no 6nibus ou no 0 1 3
metro?

16. Abrir potes ou vidros de conservas 0 1 3
que tenham sido abertos previamente?

17. Abrir e fechar torneiras? 0 1 3
18. Fazer compras nas redondezas 0 1 3
onde mora?

19. Entrar e sair de um énibus? 0 1 3
20. Realizar tarefas tais como usar a 0 1 3
vassoura para varrer e rodo para

agua?

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 e 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:
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......................................................................................................................................................

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

Dose? Frequéncia?
METOtrexato: ( )S ( )N Dose? Frequéncia?
SULFASSALazina: ( )S ( )N Dose? Frequéncia?

ANTIMALéarico: ( )S ( )N Qual?

Dose?__ Frequéncia?
CICLOFosfamida: ( )S ( )N Dose? _ Frequéncia?
INFLIXImab: ( )S ( )N Ampolas? __ Frequéncia?
ETANERcept: ( )S ( )N Ampolas?___ Frequéncia?
AINE: ( )S ( )N Qual?
Dose? Frequéncia?

ANALGeésicos: ( )S ( )N Qual?

Dose? Frequéncia?
Outros: ( )S ( )N Quais?
Dose? Frequéncia?
Idade da MENARCA: anos MENOPAUSA: ( )S ( )NlIdade:_  anos
GESTA: PARA: FASE do Cic lo Reprodutivo: ( )Menacme

(' )Climatério
Tratamento HORMONAL Antes do Diagnéstico:  ( )S ( )N Qual? ( )AC ( )Outro
Tratamento MEDICAMENTOSO Antes do Diagnostico:  ( )S ( )N

Quais?

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

Qtde? Frequéncia?

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

Se fumava, qual a duracéo?

Quando parou?

Drogas llicitas: ( )S ( )N Qual?

Por quanto tempo?
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS COM APOIO
DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA E GEN ETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ECLARECIDO

Informac@es aos participantes,

Este estudo tem como objetivo investigar aspectos da saude e genéticos de
pacientes que desenvolveram ldpus e controles saudaveis. Para isto pedimos a
colaboracdo para doar 10 ml de sangue periférico (com anticoagulante EDTA) e para
responder um questionario que dura aproximadamente quinze minutos. O questionario e
a coleta de material serdo feitas por pessoas que fazem parte desta pesquisa e que sdo
devidamente treinados para este fim.

Deixamos claro que a participacdo dos pacientes nesta pesquisa € voluntaria e as
informagfes aqui coletadas, bem como dos resultados das analises genéticas serédo
mantidos sob sigilo e serdo utilizados somente pela equipe interna que faz parte desta
pesquisa. Caso 0 paciente ndo queira mais participar da pesquisa, podera reaver sua

amostra de DNA.

Toda a equipe agradece antecipadamente sua colaboracdo e se coloca a sua
disposicdo para esclarecer quaisquer duvidas que porventura aparecam. Caso ndo queira

mais fazer parte da pesquisa, pode entrar em contato pelo telefone (48) 3721-9804.
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu declaro que concordo em participar da pesquisa “Genética da Auto-imunidade” na
condicdo de voluntario de acordo com os critérios expostos no termo de consentimento livre e

esclarecido:

Floriandpolis,

Assinatura:

RG:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR, EMBRIOLOGIA E G ENETICA/CCB

DEPARTAMENTO DE CLINICA MEDICA/CCS

Analise de Polimorfismos Génicos em Pacientes com L Upus Eritematoso Sistémico

NOME: PRONTuério/HU:
IDADE: _ anos SEXO:( )F ( WM COR da Pele:
PROCedéncia: NATural de:
ESTado Clvil: ( )S ( )C ( )D ( )v O0OCUPacio:
TELefone:

Data: LUP

Médico:

DADOS Familiares:

NOME do pai:

CIDAde onde nasceu: Profis s&o:
DESCEndéncia: Materna Paterna
NOME da mae:

CIDAde onde nasceu: Profis s&o:
DESCEndéncia: Materna Paterna

TEMPO de doenca diagnosticada:

HISTéria FAMiliar: Lapus: (1 )S ( )N

Outras D. Reumat.: ( )S ( )N Parentesco:

Parentesco:
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MANIFestac8es INICiais: () Febre () Alopécia

( ) Fenbmeno de Raynaud ( ) Rash Malar

() Rash Discoide ( ) Fadiga

() Artrite () Fotossensibilidade

( ) Ulcera oral ou nasal () Serosite

() Disturbio Renal () Distarbio Neuroldgico

() Distarbio Hematolégico ( ) Hipertenséo Arterial
() Vasculite

() Outras? Quais?

Evolucdo: INTERNacGes: ( )S ( )N Quantas? Motivos?

MANIFestacfes ASSOCiadas: ( )S ( )N Quais?

SOBREPosi¢cdo com alguma ( )Esclerodermia
outra doenca reumatolégica: ( )Sjégren
( )Dermatomiosite
( )SAF
( ) Fibromialgia

( ) Outras Quais?

OBServaces: diabetes? Depressédo?

SINTomatologia RECente: ( ) Febre () Alopecia
(dltimos 10 dias) () Fenébmeno de Raynaud () Rash Malar
( ) Rash Discéide ( ) Fadiga
() Artrite () Fotossensibilidade
( ) Ulcera oral ou nasal () Serosite
( ) Distarbio Renal () Distarbio Neuroldgico
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( ) Distarbio Hematologico () Hipertensao Arterial
() Vasculite

() Outras? Quais?

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

Dose?  Frequéncia?
AZATioprina: ( )S ( )N Dose?  Frequéncia?
ANTIMALéarico: ( )S ( )N Qual?
Dose?  Frequéncia?
METOtrexato: ( )S ( )N Dose? Frequéncia?
CICLOSPoarina: ( )S ( )N Dose? Frequéncia?
CICLOFosfamida: ( )S ( )N Dose? _ Frequéncia?
AINE: ( )S ( )N Qual?
Dose? Frequéncia?
ANALGésicos: ( )S ( )N Qual?
Dose? Frequéncia?
Outros: ( )S ( )N Quais?
Dose? Frequéncia?
Idade da MENARCA: anos MENOPAUSA: ( )S ( )Nldade:_ anos
GESTA: PARA: FASE do Ciclo Reprodutivo:  ( )Menacme ( )Climatério

Tratamento HORMONAL Antes do Diagnéstico:  ( )S ( )N Qual? ( )AC ( )Outro

Duracao: Parou ha quanto tempo?

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

Historia de Uso de DROGAS:

Alcool: ( )S ( )N Tipo? Qtde? Frequéncia?
Cigarro: ( )S ( )N Cigarros/dia: Se fumava, qual a durac&o? Quando parou?
Drogas llicitas: ( 1 )S ( )N Qual? Por quanto tempo?
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SLEDAI

(Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Inde X)

Avaliacéo Global do Médico

Modificacdo SELENA

0 1 2 3

Nula Leve Média Severa

Score SLEDAI

Marque se o descriptor estiver presente no momento da visita ou nos 10 dias anteriores.

Pe

Descritor

Definicdo

Convulsao

Inicio recente. Excluir causa metabdlica, infecciosa ou
farmacoldgica.

Psicose

Altera¢cBes na habilidade de exercer atividades normais
devido a disturbio severo na percepgéo da realidade.
Inclui alucinagdes, incoeréncia, pensamento ilégico,
comportamento bizarro, desorganizado ou catatonico,
contelido pobre de pensamentos. Excluir uremia e
causas farmacoldégicas.

Sindrome Cerebral
Organica

Funcdo mental alterada com diminuicéo da orientacao,
memoaria ou outras fun¢des inteligentes, com inicio
abrupto e caracteristicas clinicas flutuantes. Inclui
reducdo da consciéncia com capacidade reduzida de
concentracdo e incapacidade de manter-se atento ao
ambiente, mais pelo menos 2 dos seguintes: disturbio de
percepcdo, fala incoerente, insénia ou sonoléncia diurna,
ou atividade psicomotora aumentada ou diminuida.
Excluir causas metabdlicas, infecciosas ou
farmacolégicas.

Disturbio Visual

Alteracdes retinianas do lupus.. Inclui corpos citéides,
hemorragias retinianas, hemorragia ou exsudato na
coroide ou neurite 6ptica. Excluir hipertenséo, infeccao
ou causas farmacolégicas.

Disturbio em Nervo
Craniano

Inicio recente de neuropatia sensorial ou motora
envolvendo nervos cranianos.

Cefaléia do Lupus

Cefaléia severa e persistente: pode ser migranosa, mas
deve ser ndo-responsiva a analgesia narcética.

AVC

Inicio recente de AVC. Excluir aterosclerose

Vasculite

Ulceracao, gangrena, nodulos moles nos dedos,infarto
periungueal, hemorragia em cunha, ou biopsia ou




angiograma provando vasculite.

Artrite Mais do que 2 articula¢cdes com dor e sinais de
inflamacéo (i.e. edema, derrame artiuclar ou
sensibilidade)

Miosite Fraqueza ou dor muscular proximais, associada com

CPK/aldolas elevada ou mudancas no eletromiograma
ou biépsia mostrando miosite.

Cilindros Urinarios

Cilindros de hemacias ou heme-granulares.

Hematuria

>5 hemacias/campo. Excluir calculo, infeccdo ou outra
causa.

Proteinuria

>0,5 g/24 h. Inicio recente ou aumento recente de mais
que 0,5 g/24 h.

Pidria

>5 leucocitos/campo. Excluir infecgéo.

Rash Novo

Inicio recente ou recorréncia de rash do tipo inflamatério.

Alopécia

Inicio recente ou recorréncia de perda de cabelo
anormal, em placas ou difusa.

Ulceras em Mucosas

Inicio recente ou recorréncia de ulceracdes nasais ou
orais.

Pleurisia Dor toracica pleuritica com atrito pleural ou derrame, ou
espessamento pleural.
Pericardite Dor de origem pericardica ou pelo menos 1 dos

seguintes: atrito, derrame ou confirmacao
eletrocardiografica.

Complemento Baixo

Diminuicdo no CH50, C3 ou C4 abaixo do limite inferior
do laboratério.

Agregacao de DNA
Aumentada

>25% por ensaio Farr or acima da variagdo normal para
o laboratério

Febre

>38°C. Excluir causas infecciosas.

Trombocitopenia

<100.000 plaquetas/mm*

Leucopenia

<3000 leucécitos/mm°. Excluir causas farmacoldgicas

Score Total (soma dos pesos)
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Crise Leve ou Moderada ()

Severa ( )

() Mudancga no SLEDAI >3 pontos

() Mudanga no SLEDAI >12 pontos

( ) Ulceras nasofaringeas
Pleurite
Pericrdite
Artrite
Febre (LES)

Lupus bolhoso, vasculite cutanea,
profunda, fotossensivel e discoide
recente/pior

() SNC-LES recente ou pior
Vasculite (???7?)
Nefrite
Miosite
Pk<60.000
Hb<7% ou diminuicdo na HB>3%

Precisando de prednisona em dobro

() Aumento na prednisona, mas néo para
mais que 0,5 mg/kg/dia

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

() Adicionado AINE ou Plaquenil

() Necessidade de Azatioprina, Metotrexato
ou Hospitalizacdo pelo LES

() Aumento na PGA maior ou igual a 1 mas
ndo maior que 2,5

() Aumento no PGA para mais de 2,5
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ANEXO 3

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

K
" de Polimoris™®

1.1.1. DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGI A E GENETICA
LABORATORIO DE POLIMORFISMOS GENETICOS

2.1.1. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

2.1. Projetos de Pesquisa:
2.2. “Cancer de mama: avaliagdo de parametros info  rmativos para diagndstico e
prognéstico na populacéo do estado de Santa Catarin  a”
e
“Genética da autoimunidade: polimorfismos em lupus eritematoso sistémico e artrite

reumatdide em pacientes de Santa Catarina...”

2.3.

2.4. Informacdes:

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

Procedimentos:

Caso vocé concorde em participar, vocé ir4 preencher um questionario para sabermos seus dados
pessoais (como nome, endereco e telefone) e ir4 assinar um termo de consentimento livre e
esclarecido para que possamos utilizar seus dados pessoais e material bioldégico nestas
pesquisas.

Também precisaremos tirar um pouco de sangue numa seringa.

O DNA extraido das amostras coletadas sera guardado no Laboratério sob responsabilidade da
coordenadora do projeto.
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Entraremos em contato pelo telefone fornecido o mais breve possivel para realizarmos um novo
questionario de duracdo maxima de 20 minutos. Este questionario ira conter dados como seus
habitos alimentares e pessoais, histérico reprodutivo e histérico clinico, essenciais para o
desenvolvimento das pesquisas.

Riscos:

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

Custos:

Vocé nao precisara pagar nada para fazer parte deste estudo.

Beneficios

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

Assinaturas:

Pesquisador responsavel

Florianépolis, _ / /
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

2.5. Eu, fui

esclarecido(a) sobre as pesquisas “Cancer de mama: avaliacdo de pardmetros informativos
para diagnéstico e prognéstico na populacdo do estado de Santa Catarina” e “Genética da
autoimunidade: polimorfismos em lupus eritematoso sistémico e artrite reumatoide em pacientes

de Santa Catarina”, e concordo que meus dados sejam utilizados na reali ~ za¢cdo das mesmas.

Floriandpolis,

Assinatura:

RG:
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ANEXO 4

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA E GEN ETICA — BEG

LABORATORIO DE POLIMORFISMOS GENETICOS

2.6. QUESTIONARIO — GRUPO CONTROLE

IDENTIFICAGAO

Data: _/ [/  Coleta: ( ) sangue

Dados Pessoais:

Nome:
Endereco: Cidade:
Telefone Residencial: Telefone Trabalho: Celular:
Idade: Sexo: ( )M () F Data de nascimento:
Estado Civil: Tipo de sangue:;
Profissao: Aposentado: ( ) Sim  ( )N&o
Escolaridade: ( ) analfabeto () 1°grau incompleto

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

() 2°grau completo () superi or incompleto

() superior completo () pos graduacéao
Peso: Altura:

Cidade onde nasceu:

Ascendéncia: Materna Paterna

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

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

Observagéo:

Dados Familiares:

Nome do pai:

Cidade onde nasceu:

Ascendéncia do pai:

Materna Paterna

Profissao:

Nome da mae:

Cidade onde nasceu:

Descendéncia da mae:

Materna Paterna
Profisséo:
Possui Irméos: ( ) Sim () N&o Quantos:

Possui filhos: ( ) Sim () Nao Quantos:

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

Quantidade (copos 200ml):

Que tipo de bebida alcodlica ingere mais frequentemente?

()Cerveja ()Vinho () Cachaca ( )Outro

Que tipo de bebida alcodlica nunca ingere?

()Cerveja ()Vinho () Cachaca ( )Outro

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

Tipo:

Quantidade: ( ) menosde 30 min ( )30min ( )1h ( )maisdelh

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



() Todo osdias ( ) Menos de 1x semana

Vocé FUMA? ( )Sim () Nao Vocé ja FUMOU? ( )Sim () Nao

Tipo: ( ) Cigarro () Charuto ( ) Cachimbo () Outro

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

Tempo que fuma ou fumou:

Ha quanto tempo parou:

Entrevistador: Data da entrevista: [

Nome:
Identificacéo:

3.1.1. Hist6rico Hormonal e Reprodutivo
Idade da MENARCA:

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

N° de gestacfes Idade da 12 estacédo

N° de filhos ( ) nulipara N:
Abortos ()P ()E N:

Amamentou: ( ) Sim () Ndo Tempo total (meses):

TRAT. HORMONAL:
Utiliza AC? ( )Sim () N&o Ja utilizou AC? ()Sim () N&o

Nome e tipo (oral, adesivo, injetavel) do AC:

Tempo que usa ou usou AC:

Ha quanto tempo parou?

Faz TRH? ( )Sim ( ) Nao Jafez TRH? ( )Sim ( ) Ndo

Nome do Hormaonio:

Tempo que faz ou fez TRH:




Ha quanto tempo parou?

( )Outros hormonios Tempo total:

Obeservacoes:

4.1.1. Histérico Médico
Caso de CANCER pessoal? ( )Sim () Nao

Tipo:

Casos de CANCER DE MAMA na familia? ( )Sim () Ndo
Grau de Parentesco: ( ) filha ()irma ()mae ()avod

() tia materna 1°grau () tia paterna 1° grau

() prima materna 1°grau ( ) prima paterna 1°gr au

( ) Outros

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

Grau de Parentesco e tipo:

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

Local:

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

Qual?

Tempo de diagnéstico:

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

Grau de Parentesco e tipo:

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

Qual? (s)

HIPERTENSAO ARTERIAL: ( )Sim () N&o
HIPERCOLESTEROLEMIA: ( )Sim () N&o
OSTEOPOROSE: ( )Sim () Néo
DOENCA REUMATICA: ( )Sim ( ) Nao

DIABETES: ( )Sim () N&o
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ASMA: ( )Sim () Nao

HIV: ( )Sim ( ) Ndo () Nuncafez exame

HEPATITE: ( )Sim ( ) Ndo () Nuncafez exame
DENGUE: ( )Sim () N&o

TUBERCULOSE: ( )Sim () N&o

DISTURBIO RENAL: ( )Sim () N&o

DISTURBIO PULMONAR: ( )Sim () N&o

DISTURBIO HEPATICO: ( )Sim () Nao

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

Grau de parentesco:

Casos de DOENCA DE PARKINSON na familia: ( )Sim () N&ao

Grau de parentesco:

OUTRAS DOENCAS?:

Alérgico a algum medicamento?

Alérgico a algum alimento?

Teve DEPRESSAO?

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

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




