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RESUMO

KARASIAK, G. D. Analise dos polimorfismos da regido 3’ nao
traduzida do gene HLA-G e insercdo AluyHG com a manifestacdo do
lGpus eritematoso sistémico na populacdo do estado de Santa Catarina.
Trabalho de Conclusdo de Curso — Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), Florian6polis/SC, 2012.

O lhpus eritematoso sistémico é uma doenca inflamatéria crbnica de
carater autoimune, multissistémica, remitente e recidivante, sendo
caracterizada por causar a producédo e deposigdo de autoanticorpos, e a
infiltracdo de células inflamatérias causa dano a alguns drgdos. A
origem da doenca é desconhecida, mas acredita-se que uma combinagdo
da genética, fatores ambientais, hormonios e cromossomos sexuais
estejam envolvidos. O HLA-G esta relacionado com a inibicdo de
células do sistema imune, como células T e NK, conferindo protecéo
contra respostas inflamatdrias. Entre os polimorfismos ligados a sua
expressao estd a inser¢do ou dele¢do de 14pb localizado na 3’UTR. A
familia Alu é o elemento mdvel mais comum em genomas de primatas,
com mais de 1,1 milhdes de cdpias no Homo sapiens. A insercdo
AluyHG encontra-se entre 0s loci HLA-A e HLA-G, podendo ser um
marcador da regido. A partir disso, o objetivo desse estudo foi genotipar
153 pacientes e 153 controles (pareados por idade e sexo) e verificar a
influéncia desses polimorfismos na manifestacdo da doenca. Para isso,
foi realizado um levantamento de dados epidemiolégicos relacionados a
manifestacdo da doenca (habito tabagista, histérico familial e idade de
manifestacdo da doenca) e estes foram testados. O DNA foi extraido de
sangue total e a genotipagem feita por PCR e visualizada em
eletroforese em gel vertical de poliacrilamida em concentracdo de 7%
corado com nitrato de prata, no caso do polimorfismo do HLA-G, e em
gel de agarose 1%, no caso do polimorfismo AluyHG (com 322pb).
Foram realizados célculos das frequéncias alélicas e genotipicas,
andlises de associagOes e inferéncia de haplétipos. Apo6s as analises
foram encontrados valores significativos de associacdo dos
polimorfismos e a manifestacio de LES para o0s gendtipos
14pb*Del*Del (OR=0,589, p=0,046), 322pb*Del*Del (OR=1,653,
p=0,039). Para os dados epidemiolégicos, foram encontradas associagao
para fumantes (OR=2,637, p=0,009) e protecdo para nunca fumantes
(OR=0,545, p=0,047). Também houve valor significativo entre o grupo
nunca fumantes e o gendtipo 14pb*Del*Del (OR=0,475, p=0,043).
Considerando os hapldtipos inferidos, os valores significativos



encontrados  foram  14pb*In/322pb*In  (OR=0,198, p=0,048),
14pb*Del/322pb*In  (OR=0,509, p=0,018), 14pb*In/322pb*Del
(OR=1,725, p=0,008), assim como para a composicdo haplotipica
14pb*Del*Del/322pb*Del*In (OR=0,309, p=0,003). Nas associa¢des
entre haplétipos e dados epidemioldgicos, foram encontradas
associacbes positiva entre nunca fumantes e o haplétipo
14pb*In/322pb*Del (OR=2,186, p=0,006), entre histdrico familial e as
composicdes haplotipicas 14pb*Del*Del/322pb*Del*Del (OR=6,465,
p=0,002) indicando risco para a manifestacdo da doenga, e associacdo
negativa para 14pb*Del*In/322pb*Del*In (OR=0,221, p=0,010). A
idade de manifestacdo da doenga antes dos 16 anos apontou risco
qguando com o haplétipo 14pb*Del/322pb*In (OR=4,308, p=0,013) e
protecdo na manifestacdo entre 16 e 50 anos quando com o haplédtipo
14pb*Del/322pb*In  (OR=0,309, p=0,023). Em conclusdo, o0s
polimorfismos da 3°UTR do HLA-G s&o associados a doenga bem como
aos dados epidemioldgicos analisados neste trabalho e a insercdo
AluyHG encontra-se em desequilibrio de ligagdo com o polimorfismo do
HLA-G aqui analisado, podendo ser um marcador da regido
cromossomica.

Palavras chave: Lipus Eritematoso Sistémico. HLA-G. AluyHG.
Doenca autoimune. Estudo de associagdo. Genética epidemioldgica.



ABSTRACT

KARASIAK, G. D. Analysis of polymorphisms of the 3 'untranslated
region of HLA-G gene and insertion AluyHG with the manifestation of
systemic lupus erythematosus in the population of the state of Santa
Catarina. Final Paper — Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
Florianopolis / SC, 2012.

Systemic lupus erythematosus is a chronic inflammatory disease of
character autoimmune, multisystem, remitting and relapsing,
characterized by causing the production of autoantibodies and
deposition, and infiltration of inflammatory cells cause damage to some
organs. The origin of the disease is unknown but it is believed that a
combination of genetics, environmental factors, hormones and sex
chromosomes are involved. HLA-G is associated with inhibition of
immune system cells, such as NK and T cells, conferring protection
against inflammatory responses. Among polymorphisms linked to its
expression is insertion or deletion of 14pb located in the 3'UTR. The
Alu family is the most common mobile element in primate genomes,
with more than 1.1 million copies in Homo sapiens. The insertion
AluyHG located between the loci HLA-A and HLA-G, may be a marker
region. From this, the objective of this study was to genotype 153
patients and 153 controls (matched for age and sex) and the influence of
these polymorphisms in the demonstration and development of the
disease. For this, a survey was conducted of epidemiological data
related to the development of the disease (smoking habits, family history
and age of onset of the disease) and these were tested. DNA was
extracted from whole blood by PCR and genotyping made and viewed
in vertical gel electrophoresis in polyacrylamide concentration of 7%
stained with silver nitrate in the case of polymorphism of HLA-G, and
1% agarose gel in AluyHG case polymorphism (with 322pb).
Calculations were made of the allele and genotype frequencies, analyzes
of associations and haplotype inference. The analysis found associations
of the polymorphisms and the risk of developing SLE or protection for
genotypes *14pb*DelDel (OR = 0.589, p = 0.046), *322pb*DelDel (OR
= 1.653, p = 0.039). For epidemiological data, we found an association
for smokers (OR = 2.637, p = 0.009) and protection for never smokers
(OR = 0.545, p = 0.047). There was also significant values among the
never smokers group and genotype *14pb*DelDel (OR = 0.475, p =
0.043). Considering the inferred haplotypes, significant values were in
14pb*In/322pb*In (OR = 0.198, p = 0.048), 14pb*Del/322pb*In (OR =



0.509, p = 0.018), 14pb*In/322pb*Del (OR = 1.725, p = 0.008) and for
composing haplotype 14pb*Del*Del/322pb*Del*In (OR = 0.309, p =
0.003). In the associations between haplotypes and epidemiological
data, associations were found between risk of never smokers and
haplotype *14pbIn/322pb*Del (OR = 2.186, p = 0.006), between family
history and compositions haplotype 14pb*Del*Del/322pb*Del*Del (OR
= 6465, p = 0.002) indicating risk and protection for
14pb*Del*In/322pb*Del*In (OR = 0.221, p = 0.010). The age of
disease onset before age 16 was associated with the risk haplotype
*14phDel/322pb*In (OR = 4.308, p = 0.013) and protection on
manifestation between 16 and 50 years with haplotype
*14pbDel/322pb*In (OR = 0.309, p = 0.023). In conclusion, the
polymorphisms of HLA-G 3'UTR are associated with the disease as well
as the epidemiological data analyzed in this study and insertion AluyHG
is in linkage disequilibrium with the polymorphism of HLA-G analyzed
here and may be a marker of chromosomal region.

Keywords: Systemic Lupus Erythematosus. HLA-G. AluyHG.
Autoimmune Disease. Association Study. Genetic epidemiology.
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KARASIAK, G. D. Introducao

1. INTRODUCAO

As doencas de etiologia complexa resultam da combinacdo de
varios fatores, como genéticos, ambientais, comportamentais,
imunoldgicos entre outros. Doengas autoimunes, distirbios neurolégicos
e neurodegenerativos e doencas como hipertensdo, diabetes, obesidade e
cancer fazem parte desse grupo de doencas complexas (Back, 2007).
Nestas doencas, a presenca de um determinado alelo ndo é condicdo
suficiente nem essencial para o estabelecimento do fendtipo portador da
doenca, contudo, o alelo pode fornecer ao portador uma susceptibilidade
genética que, em combinagdo a um conjunto de fatores exdgenos, como
idade, sexo, exposicdo ambiental e hormonal, atuacdo do seu sistema
imunoldgico, entre outros, sdo considerados importantes na
manifestacdo das doencas complexas (Braun-Prado, 2006).

A funcéo fisioldgica do sistema imune é manter a homeostase do
organismo com o ambiente, criando defesas contra micro-organismos
infecciosos. Quando o sistema falha, até mesmo substéncias estranhas
ndo  infecciosas podem  causar  respostas  imunoldgicas,
independentemente das consequéncias fisioldgicas ou patoldgicas dessa
reacdo. Considerando isso, em algumas situacdes, até mesmo moléculas
préprias  poderiam  desenvolver uma resposta  imunoldgica,
desencadeando uma resposta autoimune (Abbas et al., 2011).

A tolerancia imunoldgica é definida como a auséncia de resposta
do sistema imune a um antigeno, causada pela exposicdo prévia a este
antigeno. A autoimunidade resulta de uma falha dos mecanismos de
autotolerancia em células T ou B, o que pode levar a um desequilibrio
entre a ativacdo de linfocitos e os mecanismos de controle. A selecéo
negativa de linfocitos autorreativos previne a maturacdo de alguns
linfocitos especificos para antigenos préprios, e quando esses chegam a
maturar, esses sofrem eliminacgdo por inativacdo ou delegdo. A perda da
autotolerancia ocorre quando os linfocitos autorreativos ndo sofrem
inativacdo, delecdo ou selecdo, ativando células apresentadoras de
antigeno (APC) de modo que os antigenos proprios sdo apresentados de
forma imunogénica ao sistema imune. Apés a ativagdo dos linfécitos
autorreativos, muitos mecanismos de amplificagdo perpetuam a resposta
iniciada contra um antigeno prdprio, além de que a lesdo nos tecidos
pode ativar outros linfocitos contra novos epitopos proprios,
exacerbando a doenga. Este fenomeno ¢ chamado de “expansdo clonal
dos epitopos”, e pode explicar por que uma doenga autoimune se
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desenvolve e tende a ser cronica e progressiva (Figura 1) (Abbas et al.,
2011).

CélulaT
autorreativa

Amplificacao
da resposta Ativagao
e ) J de APC
g 0@,.
(pC;'xm'.'%ﬁy) Gitocinas Aumento do
g (p- ex., 1L-12) namero de
clones
autorreativos
Célula T

autorreativa g )
—_— ®
Epitopo > é ¥
espalhando M Leséo | v
tecidual |

Aumento do
namero de
clones
autorreativos

Figura 1. Mecanismo de cronicidade de doengas autoimunes: ap6s a ativacdo
de linfécitos autorreativos, promovido pelos mecanismos de amplificacdo, a
liberacdo de antigenos proprios dos tecidos danificados leva a expansdo de
epitopos.

Fonte: Abbas, 72 edigéo, 2011.

1.1 LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) foi assim nomeado em
1851, por Pierre Cazenave, mas sabe-se que a doenga existe desde muito
antes dessa data. A palavra lupus tem sua origem no latim, tendo o
significado livre e literal de “lobo”. Acredita-se que o nome tenha se
originado das lesBes faciais que alguns pacientes podem apresentar,
lembrando as feridas que um lobo pode fazer ao devorar a carne. Apesar
de ser um tanto fantasioso, é comum se utilizar esse termo (lobo, ou wolf
em inglés) para representar a doenca (Isenberg & Manzi, 2008).

O LES é uma doenca inflamatoria crénica de carater autoimune,
multissistémica, remitente e recidivante, sendo caracterizada por causar
a producdo e deposicdo de autoanticorpos, e a infiltracdo de células
inflamatdrias causa dano a érgdos alvo, como rins, pele e cérebro
(Abbas et al., 2011; Bernknopf et al., 2012; Moulton & Tsokos, 2012).
A origem da doenca é desconhecida, mas acredita-se que uma
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combinagdo da genética (hereditariedade), fatores ambientais (radiacdo
ultravioleta e alguns medicamentos), e horménios estejam envolvidos
(Miah et al., 2008; Moulton & Tsokos, 2012; Sociedade Brasileira de
Reumatologia (SBR), 2011).

Usualmente o diagnéstico para a doenca é feito baseado nos
critérios estabelecios pelo American College of Rheumatology (Tan et
al., 1982), onde é preciso observar pelo menos quatro dos onze critérios
para diagnostico formal da doenca (Tabela 1) (Tsokos, 2011). Estes
critérios substituiram os definidos em 1971, pois incluiram avancos nos
testes diagnosticos e marcadores para doenca, como deteccdo de
anticorpos antinucleares e anti-DNA e outros testes soroldgicos e
imunopatoldgicos e, assim aumentou o poder de discriminagdo de LES e
pacientes com esclerodermia, dermomiosite, polimiosite e artrite
reumatoide (Tan et al., 1982).

Tabela 1. Critérios do American College of Rheumatology para o diagnostico
de Lapus Eritematoso Sistémico.

CRITERIO DEFINICAO

. Eritema nas bochechas e nariz, frequentemente na
Eritema (Rash) Malar forma de borboleta

Erupcdo cutanea avermelhada, elevada e em

Eritema Discoide forma de disco

Reacdo a luz solar que provoca o aparecimento de

Fotossensibilidade o . .
uma erupgao ou a piora de uma existente

Ulcera Oral Feridas na boca

Dores nas articulag@es e inchago de duas ou mais

Artrite articulagGes (em simetria bilateral)
Inflamacéo no tecido que envolve os pulmdes
Serosite (pleurite) ou inflamacéo das membranas que
envolvem o coragdo (pericardite)
Distarbio Renal Persisténcia de proteina ou matriz celular na urina
DistUrbio Neurolégico Convulsdes ou psicoses

Baixa contagem de células vermelhas (anemia),
brancas (leucopenia), determinados glébulos
brancos (linfopenia) ou plaquetas
(trombocitopenia)

Distlrbio Hematolégico

Teste positivo para anti-DNA de dupla hélice,

Distlirbio Imunologico anti-Sm ou anticorpos antifosfolipides

Anticorpos Antinucleares Teste positivo para anticorpo antinuclear

Fonte: Tan et al., 1982.
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O desenvolvimento da doenga envolve varios processos imunes
complexos, onde a hiperatividade dos linfécitos T e B, a producédo de
autoanticorpos e a deposicdo de complexos imunes causam danos aos
orgdos por deposicdo nos tecidos (Suh & Kim, 2008). As células B sdo
essenciais para a expressdo da doenca: além de produzir autoanticorpos,
gue medeiam os danos dos tecidos, o desenvolvimento das células B e
apresentacdo de antigenos e autoantigenos as células T contribuem para
a expressdo da doenga, independentemente da sua capacidade para
produzir anticorpos (Tsokos, 2011).

As células T em pacientes com LES exibem estruturacdes alteradas
e tém um papel importante na progressdo e patologia da doenca. As
células T nesta doenca atacam tecidos alvo proprios, além de promover
a inflamagdo com secrecdo de citocinas e ativar células dendriticas e
células B (Crispin et al., 2008; Zhou et al., 2009). Embora as
circunstancias e mecanismos que facilitam a ignicdo da doenca
permanegcam desconhecidos, evidéncias indicam que, uma vez que a
autotolerancia seja quebrada, células B e T participam na amplificacéo e
perpetuacdo da autoimunidade com respostas inflamatorias (Crispin et
al., 2008). Os mecanismos regulatérios celular e humoral falham ao
tentar impedir esse processo, consequentemente a inflamacéo e dano ao
tecido contribuem para a amplificacdo e perpetuacdo da lesdo dos
orgdos, causando a patogénese da doenca (Juang et al., 2005).

Apesar de a etiologia da doenca ainda ser desconhecida, fatores
genéticos e ambientais estdo envolvidos (Kelly et al., 2002). O
tabagismo tem se mostrado como um fator de associacdo e de
agravamento do LES (Ghaussy et al., 2003). Estudos mostraram que
pacientes com habito tabagista tem um significante aceleramento do
desenvolvimento da doenga quando comparado com pacientes ndo
fumantes. Considerando que a doenca pode ter envolvimento de fatores
ambientais, ndo é de se surpreender que as substancias do cigarro (que
inclui aproximadamente 4,7 mil substancias tdxicas, como monéxido de
carbono, cianetos, hidrazina, hidro-quinona entre outros) exergcam uma
atividade sobre a manifestacdo da doenca (Mongey & Hess, 1997 apud
Ghaussy et al., 2003; Pyatt & Stillman, 1998; Ghaussy et al., 2003;
Ministério da Saude, 2012).

1.1.1 Epidemiologia
O LES é uma doenga que atinge principalmente mulheres jovens
em idade reprodutiva, entre 20 e 45 anos, onde em cada dez pacientes,
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nove sdo mulheres (SBR, 2009). A prevaléncia da doenga na populagdo
mundial varia de 20 a 150 casos para cada 100.000 habitantes, sendo
que a prevaléncia mais alta é a brasileira (Pons-Estel et al., 2010).
Fatores étnicos também estdo associados com um risco aumentado de
desenvolvimento de LES. Mulheres afro-americanas tém de trés a quatro
vezes mais chances de desenvolver LES do que as mulheres euro-
descendentes. (Bae & Fraser, 1998; Bongu et al., 2002).

No Brasil, por ndo dispor de nimeros exatos, estimativas indicam
que existam cerca de 65.000 pessoas com lUpus, sendo a maioria
mulheres, com uma estimativa de uma a cada 1.700 mulheres afetadas
pela doenca no Brasil (SBR, 2009). Utilizando essas informacgdes e 0s
dados populacionais de Santa Catarina, coletados no Censo 2010
realizado pelos IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), foi
inferido que, no estado de Santa Catarina, existem aproximadamente
3.700 mulheres portadoras de ldpus (IBGE, 2011).

Apesar da doenca geralmente se manifestar em mulheres na idade
reprodutiva, tem sido sugerido que a idade de apresentacdo da doenga
modifica o curso e evolugdo desta, com implicacdes tanto clinicas
guanto terapéuticas. O l0pus pediatrico, que é o diagndstico ou
manifestacdo da doenca antes dos 16 anos de idade, é responsavel por
cerca de 8 a 15% de todos os casos de LES. Esta manifestacdo precoce
geralmente apresenta um quadro mais severo da doenga, com maior
proporcdo de casos com envolvimento sistémico dos o6rgaos,
particularmente o envolvimento renal e neuropsiquiatrico. Contudo,
existe também a possibilidade da manifestacdo tardia da doenca (ap6s os
50 anos de idade), o que antes se pensava ser uma condicdo rara e que,
na verdade, compromete mais de 18% dos pacientes. Pacientes com
lipus tardio tendem a ter uma doenga insidiosa, com um menor grau de
atividade e envolvimento de 6rgaos (Tsokos et al., 2007).

1.2 COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE

A descoberta da funcdo do MHC (Complexo Principal de
Histocompatibilidade), fundamental no reconhecimento dos antigenos
pelas células T CD4 e CD8, revolucionou o campo da imunologia na
compreensao da ativacdo e das fungbes dos linfécitos. Em humanos, o
MHC é composto pelo Complexo de Histocompatibilidade Humano
(HLA), se localiza no brago curto do cromossomo seis, especificamente
na posicdo 6p21.3, ocupando uma regido cromossdmica de
aproximadamente 3,6 megabases de DNA contendo mais de 200 genes,
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muitos com importante papel no sistema imune (Aguado et al. 1999;
Dawkins et al. 1999; Rhodes & Trowsdale 1999; Parham, 2005; Castelli
et al., 2011). A regido do HLA pode ser subdividida de acordo com a
estrutura e funcdo dos produtos moleculares (Figura 2) (Horton et al.,
2004).

Cromossomo 6
Tel Braco Longo Braco Curto Tel

CI]]IIII]]]XIIII]I)

Regiao MHC
6p.21.3

Classe ll Classe lll Classe |

( Il 8t II |

C4 C2Hsp70TNF AGF

+H+H-H-H-H—PH—H—H—H-!—H-H—H“-

Figura 2. A localizagdo da regido do MHC humano (HLA) no cromossomo 6, a
disposicdo dos genes dentro das classes Il, 111 e | e em amarelo destaque para o
locus HLA-G.

Adaptado de: Cambridge Journals, 2012.

A regido de classe | contém seis loci génicos, que sdo divididos em
classicos (ou classe la) e ndo classicos (ou classe Ib). Os genes classicos
incluem HLA-A, HLA-B e HLA-C, que possuem expressdo constitutiva
na membrana celular de quase todas as células nucleadas. Os genes nédo
classicos, que sdo menos polimdrficos que os de classe la, incluem HLA
E, F e G, e apresentam expressdo celular restrita, sendo o Gltimo citado
objeto desse estudo. Além destes, existem os loci HLA H, J, K e L, sem
produto protéico associado e, portanto, classificados de pseudogenes
(Rizzo et al., 2012). As moléculas de classe Il estdo contidas no HLA-D,
que foi subdividido nas subregiées DE, DQ, DZ/DO e DP. Outros genes
sdo encontrados nessa regido (como TAPL1 e 2 e LMP2, entre outros),
contudo ndo codificam produtos moleculares do grupo de antigenos de
histocompatibilidade. Na classe 111 (localizada entre as regifes | e 1), se
encontram genes importantes para a imunidade inata, como genes que
atuam na ativagdo do sistema complemento, como Bf, C2, C4A, C4B,
genes que codificam citocinas, como TNFa e LT, entre outros (Graham
etal., 2002; Lewin, 2009).
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121 HLA-G

O HLA-G possui 4396 pb em sua estrutura, que sdo divididos em
sete introns e oito éxons (Figura 3) (Moreau et al., 2009; Castelli et al.,
2011; Donadi et al., 2011). O éxon 1 transcreve para o peptideo sinal, os
éxons 2, 3 e 4 codificam os dominios extracelulares da proteina (al, o2
e a3 respectivamente), o éxon 5 codifica 0 dominio transmembranar,
portanto ausente nas isoformas sollveis. O éxon 6 é responsavel por
codificar a cauda citoplasmatica da molécula, o cddon de parada esta
presente no segundo cédon desse éxon, o que resulta em uma cauda
mais curta em comparacao as moléculas de HLA | classicas. Por Gltimo,
0 éxon 7, embora chamado de éxon por seguir a classificacdo dos HLA
classicos, nunca se apresenta no RNA mensageiro (mRNA) maduro,
pois é removido durante o processamento do RNA. O éxon 8 ndo é
traduzido, sendo considerado como parte integrante da regido 3’ ndo
traduzida (3’UTR) do mRNA (Larsen & Hviid, 2009; Moreau et al.,
2009; Donadi et al., 2011).

G*01:13N G*01:05N
Codon de parada 54 AC Codon 129/130 Codon de parada 189

Exon 1 Ezon 2 Exon 3 Exon 4 Exon S Exon6 3'UTR mRNA
Dl wron 1 | |uc«7 Wtron 3 Wntron 4 | ’(!MS{I: primario

HLAGL | |
soformas
= = T ] HLA-G2 | transcritas
CI i @ ] HAG3 | ligadasa
membrana
I T—] T 1 ] HLA-G4 _|
HLA-GS |
Intron 4 Isoformls
o o = 7 HLA-G6 | tramscritas
Intron 4 - .
soliveis
HLA-G7
Intron 2 -
@ -
% e o O QQ ®
HLA-G1 HLA-G2 HLA-G3 HLA-G4 HLA-GS HLA-G7
Isoformas ligadas a membrana Isofox‘mas solm eis

Figura 3. Estrutura do gene HLA-G e sua expressdo. O mRNA primério e seus
seis processamentos de mMRNAs possiveis estdo ilustrados, assim como a
identificacdo dos éxons presentes e a localizacdo de cddons de parada. Sao
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geradas sete isoformas proteicas por processamento alternativo, sendo quatro
aderidas & membrana e trés soliveis.
Adaptado de: Donadi et al., 2011.

Apesar das funcbes das isoformas ainda serem pouco
compreendidas, tem sido proposto que elas podem estar envolvidas na
modulacdo da resposta imune em diversas situacdes fisiologicas. A
producdo das diferentes isoformas de HLA-G ¢é direcionada por
mecanismos de regulacdo e, dependendo da situagdo fisioldgica e do
tipo celular envolvido, algumas isoformas sdo expressas e outras ndo
(Campbell et al., 2012).

Os genes do MHC de classe | e Il sdo os mais polimorficos
presentes no genoma, com um numero total estimado de alelos na
populagdo de cerca de 3.500 (Abbas et al., 2011). O HLA-G, comparado
com 0s outros genes de HLA, é pouco polimérfico, possuindo 50 alelos
descritos, que codificam 16 proteinas funcionais distintas e dois alelos
nulos (Larsen & Hviid, 2009; Donadi et al., 2011). Nas regides 5’URR e
3’UTR o grau de variagdes nucleotidicas ¢ relativamente mais alto
(Donadi et al., 2011). Na regido promotora do HLA-G foram
identificados, até o ano de 2011, 29 SNPs (Castelli et al., 2011). Essas
variacOes podem implicar, diretamente, na regulacdo da expressao desse
gene, uma vez que, muitos desses polimorfismos estdo dentro ou
préximos de conhecidos ou supostos elementos reguladores da
transcri¢do (Moreau et al., 2009).

A regido 3’UTR do HLA-G possui oito sitios polimérficos
descritos: um polimorfismo de presenca (que aqui chamaremos de
insercdo, ou In) ou auséncia (que aqui serd chamada de delecéo, ou Del)
de um fragmento de 14pb (14pb InDel) e sete SNPs (+3003 T/C, +3010
C/G, +3027 AIC, +3035 C/T, +3142 G/C, +3187 A/G e +3196 G/C)
(Figura 4) (Larsen & Hviid, 2009; Moreau et al., 2009; Menier et al.,
2010). Ao menos trés desses sitios polimérficos foram associados a
regulacdo dos niveis de expressdao do HLA-G: (1) o polimorfismo de
14pb InDel; (2) a presenca de uma guanina na posigado +3142 G/C; (3) a
presenca de uma adenina na posic¢do +3187 A/G (Larsen & Hviid, 2009;
Moreau et al., 2009; Menier et al., 2010). Embora o polimorfismo 14pb
InDel possa estar associado com o controle da produgdo de HLA-G,
podendo também modular a estabilidade do MRNA, os mecanismos que
estdo envolvidos nesse processo ainda nao estdo totalmente elucidados.
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Figura 4. Sitios de variagdes da 3’UTR do gene HLA-G. Em negrito os
polimorfismos observados na regido 3’ ndo traduzida do HLA-G, que podem
influenciar a expressdo do gene Adaptado de: Donadi et al., 2011.

Como foco do nosso estudo, iremos analisar os alelos que
apresentam a insercdo da sequéncia de 14pb (5-ATTTGTTCATGCCT-
3") que sdo associados, em células de trofoblastos, com uma producéo
mais baixa dessa molécula, tanto para as isoformas sol(iveis como para
as isoformas ligadas a membrana. Por outro lado, os mRNA que
possuem os 14pb a mais podem sofrer um processamento alternativo
que leva a remogdo de 92 bases do mRNA maduro. Esse processo
resulta em transcritos menores, assim a molécula se torna mais estavel
se comparada com o0 mRNA que ndo sofre essa delegdo (Donadi et al.,
2011).

Dependendo da situacdo fisioldgica ou clinica, a expressdo de
HLA-G pode ser benéfica ou prejudicial ao organismo. Em condicdes
patolégicas, nas quais uma resposta imune vigorosa e prolongada é
necessaria, a expressdo de HLA-G € prejudicial, como nos casos de
cancer e nas doengas virais cronicas. Contrario a isso, nos casos em que
uma resposta imune vigorosa é indesejavel, a presenca de HLA-G ¢é
vantajosa, como nos casos de transplantes e de doengas autoimunes
(Donadi et al., 2011).

Tanto nesses casos quanto em condigdes saudaveis, as moléculas
HLA-G interagem com determinados receptores de membrana,
presentes em diversos tipos celulares, inibindo as respostas do sistema
imune. Os trés receptores, atualmente descritos, relacionados a atividade
do HLA-G sdo: os receptores de leucécitos semelhantes as
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imunoglobulinas, ILT2 (ILT2/CD85j/LILRB1) e ILT4
(ILT4/CD85d/LILRB2) e o receptor de célula NK semelhante a
imunoglobulina, KIR2DL4 (KIR2DL4/ CD158d) (Moreau et al., 2009;
Campbell et al., 2012). O receptor ILT2 é expresso por linfdcitos B,
linfocitos T, células NK, células dendriticas, mondcitos e macréfagos. O
receptor ILT4, por outro lado, é especificamente mieldide, sendo
expresso somente por células dendriticas, mondcitos e macréfagos. O
receptor KIR2DL4 tem sua expressdo limitada a subpopulacdo de NK
CD56bt, células essas que constituem uma pequena parcela das células
NK periféricas (Carosella et al., 2008; Donadi et al., 2011).

Esses trés receptores sdo expressos de maneira diferenciada por
cada um dos tipos celulares descritos, e os efeitos das suas interagdes
com HLA-G tém sido demonstrados. A molécula HLA-G pode inibir,
por exemplo, as func@es citoliticas das células NK, a maturacdo de
células dendriticas, as funcGes citoliticas antigenos-especificas das
células T CDS8, as respostas aloproliferativas das células T CD4, a
producdo de citocinas por células T, além de induzir a apoptose celular
(Donadi. et al., 2011). A molécula de HLA-G tem a capacidade de atuar
diretamente na atividade das células participantes da resposta imune.
Essa caracteristica tem feito dessa molécula um alvo atrativo de estudos
para a compreensdo dos mecanismos de diversas situacfes clinicas
como, por exemplo: gravidez e suas complicacdes, transplantes,
canceres, infeccBes virais e doencas inflamat6rias e autoimunes
(Carosella et al., 2008; Carosella et al., 2011; Donadi et al., 2011).

1.22HLAeLES

Entre os genes associados com doencas autoimunes, as associa¢des
mais fortes sdo com genes do MHC. Em LES, os genes HLA
DRB1*0301 e DRB1*1501 foram associados a doenca em populacGes
de ascendéncia européia, com risco relativo para esses individuos de 2 a
3, e se ambos 0s haplétipos estiverem presentes, o risco relativo é cerca
de 5 (Abbas et al., 2011). Em doencas como o diabetes tipo 1, foram
identificados de 20 a 30 genes associados a doenca. Na maior parte das
doencgas autoimunes, o locus HLA contribui sozinho para metade ou
mais da susceptibilidade genética. Tipagem HLA em grandes grupos de
pacientes com diversas doencas autoimunes demonstram que alguns
alelos HLA ocorrem com maior frequéncia nestes pacientes do que na
populacdo geral (Abbas et al., 2011). Polimorfismos da regido 3’UTR
do HLA-G foram associados ao LES em alguns estudos como um fator
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de susceptibilidade a doenca, como o polimorfismo de 14pb e o
+3142C>G (Veit et al., 2009; Consiglio et al., 2011).

A expressdo do HLA-G em doencas inflamatorias e autoimunes é
uma area relativamente recente de pesquisa. Com base nos achados de
que o HLA-G poderia desviar as respostas das células T, levantou-se a
hipotese de que o HLA-G seria uma molécula protetora nas respostas
inflamatdrias, e desde entdo, numerosos estudos tem sido realizados na
area da reumatologia (Brenol et al., 2012). No LES, publicacfes tém
demonstrado resultados diversos: um estudo relatou niveis mais
elevados de HLA-G no plasma dos pacientes, enquanto outro relatou
niveis mais baixos. Esse Ultimo estudo também relatou uma associacao
genética com o polimorfismo de 14 pb, na qual o gendtipo 14pb*In/in
foi um fator de risco para o desenvolvimento do LES (Rosado et al.,
2008; Rizzo et al., 2008 ; Brenol et al., 2012).

E cada vez mais evidente que a molécula HLA-G pode ser capaz de
exercer acdo direta no sistema imunoldgico por meio de seus efeitos
imunorregulatorios. Assim, torna-se uma candidata com grande
potencial para exercer influéncia na atividade e expressdo de doengas
reumatoldgicas. Embora varios estudos tenham apontado para a
associacdo de polimorfismos ou mesmo niveis plasmaticos de HLA-G
com diversas situagdes clinicas, os resultados ainda sdo controversos, e
mais trabalhos cientificos sdo necessarios para comprovar suas
potenciais propriedades.

1.3 INSERCAO AluyHG

Além dos loci da regido de genes do MHC, muitas sequéncias ndo
codificadoras foram identificadas, incluindo os membros da familia Alu,
que possuem sequéncias repetitivas de DNA dispersas pelo genoma
(Garcia-Obregon, 2012). Essas sequéncias de DNA sdo transponiveis,
ou seja, possuem a capacidade de trocar de posi¢do no genoma, podendo
apresentar polimorfismos de sitios de insercdo e uma variabilidade no
nimero de copias dentro e entre espécies (Capy et al., 1998). Os
elementos transponiveis desempenham um papel significativo na
geracdo de diversidade de sequéncias de DNA durante a evolugéo dos
primatas (Ullu & Tschudi 1984).

As caracteristicas vantajosas dos elementos Alu em estudos
moleculares com perspectivas evolutivas foram exaustivamente
analisadas por diversos autores (Lander et al., 2001; Batzer &
Deininger, 2002; Terreros et al., 2009; Gomez-Pérez et al, 2011; entre

31



KARASIAK, G. D. Introducao

outros). Essencialmente, essas caracteristicas sdo: (1) a neutralidade
seletiva de insercBes Alu polimoérficas, (2) possibilidade de conhecer o
estado ancestral (falta de insercdo), (3) a existéncia de uma Unica
mutacdo comum para todos 0S Cromossomos com a mesma insercao
(identidade por descendéncia e ndo apenas por estado), (4) e ndo existir
mecanismo conhecido para a remoc¢do completa e especifica de um
elemento Alu. Loci do tipo Alu podem ser considerados como
marcadores estaveis e conservados que refletem eventos evolutivos
Unicos e com utilidade na reconstrucdo da histéria humana demografica
e evolutiva (Garcia-Obregon et al., 2012).

Como consequéncia do acimulo de eventos de inser¢do ao longo
do tempo evolutivo, elementos transponiveis constituem agora cerca de
metade do genoma humano. As familias de elementos méveis Alu, L1, e
SVA ainda estdo duplicando, gerando variagdo entre genomas
individuais. Insercdes de elementos méveis (MEI) foram identificadas
como causas de doencas genéticas, incluindo a hemofilia,
neurofibromatose e varios canceres (Stewart et al., 2011)

Retrotransposons (a classe de elementos transponiveis que utilizam
um intermedidrio de RNA para se duplicar (Capy et al., 1998), no
genoma humano de referéncia, sdo remanescentes de eventos de
retrotransposicfes antigas, e ndo sdo mais capazes de retrotranspor. No
entanto, uma fragdo de elementos moveis permanece ativa e contribui
para a variacdo entre individuos na populacdo humana. Estes elementos
ativos pertencem quase exclusivamente as familias Alu, L1, e SVA de
ndo LTR retrotransposons (Mills et al., 2007).

A familia Alu é o elemento mdével mais comum em genomas de
primatas, com mais de 1,1 milhdes de copias no Homo sapiens (Kriegs
et al, 2007; Rhead et al., 2010). O comprimento total da sequéncia de
uma inser¢do Alu é de cerca de 300 bp. Elementos Alu séo classificados
em uma gama de sub-familias, que tém inclinagbes diferentes para a
retrotransposicéo, e sdo identificadas de acordo com as alteragdes de
sequéncia. Varias sub-familias de AluY estdo ativas e sdo responsaveis
pela maior parte da variagdo de MEI em Homo sapiens. O genoma
humano de referéncia contém mais de 140.000 elementos AluY
anotados (Stewart et al., 2011).

Durante uma andlise comparativa da sequéncia genémica do bloco
HLA de classe I, Kulski et al. (1999) identificou um novo membro da
subfamilia AluYb8, que foi designado AluyHG, alocado entre 0 HLA-A e
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0 HLA-G, a aproximadamente 88Kb do gene HLA-A (Figura 5) (Kulski
etal., 2001).

PERB1L.7
HLA-90
HLA-75
HLA-F

HLAN
PERB11.6
: HLA80
HLA-21
/ HLA-TOIK
HLA-18
PERBI1.6
HLA-G

HLA-H

P

CAGGACAACCAGTAAAGATGCTGGACTGGGGAATTCATTCATGGGCTATCTATCCAGAGTTG

TTTATAGACATATTCTTTL I TATTCAGGGTTGATGTCACATACACATTTATACATG
CTGTTTTATGETTTAAGTG ATGTTTAAGTGTTTTTATATTTTGGTTAGCCC

TTTATCATTGETTAAACAAAGTTGTCAT TAGGCATAAACTTGCATGTTAACTAAGC

Figura 5. Localizagdo do AluyHG no bloco de MHC: (A) mapa do local e da
distribuicao da classe | de HLA de codificacdo e de ndo codificacdo de genes,
incluindo os HLA-A; (B) mapa da localizacdo do sitio de insercdo AluyHG
relativamente aos loci HLA-H e G; (C) A sequéncia AluyHG é representada
pela caixa que ¢ flanqueada por sequéncias de repeti¢ao direta (sublinhada).
Adaptado de: Kulski et al., 2001.

Marcadores do tipo MEI, como as Alu, sdo interessantes para a
genética de populagdes por dois motivos: (a) é extremamente pequena a
probabilidade de que uma determinada sequéncia ocorra no mesmo local
em duas pessoas diferentes, salvo quando estas pessoas compartilnam
um ancestral comum, uma vez que a taxa de inser¢do dos elementos Alu
¢ muito baixa e had muitos locais em que esses elementos podem se
inserir (Batzer & Deininger, 1991), e (b) o estado ancestral do locus € a
auséncia de insercdo (Batzer et al., 1994; Whitherspoon et al., 2006).
Além disso, diferentes inser¢des Alu cujas distribuicBes geograficas séo
conhecidas podem ser utilizadas em conjunto para indicar afinidade
geografica de uma amostra (Cordeaux et al., 2007).
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2 JUSTIFICATIVA

Por décadas, a perda da tolerAncia a moléculas proéprias do
organismo vem sendo um dos grandes enigmas para imunologistas. E
bem aceito que a patogénese de doencas autoimunes é multifatorial, com
fatores genéticos e ambientais interagindo para determinar o
aparecimento e evolucdo da doenca. No entanto, a quantificacdo de
influéncias ambientais € notoriamente dificil, enquanto inUmeras
evidéncias sugerem que fatores genéticos sdo o0s principais
determinantes na susceptibilidade e progressdo de doencas autoimunes
(Invernizzi & Gershwin, 2009). Entender quais os fatores genéticos que
contribuem para essas doencas pode ter um efeito significativo na salde
da populagdo humana (Gregersen & Behrens, 2006).

O LES, por se tratar de uma doenca multifatorial e multigénica,
necessita de maiores estudos sobre a sua etiologia, dos fatores genéticos
associados e sua relacdo com os fatores ambientais. A expressdo de
HLA-G esté relacionada ao escape da imunovigilancia por mecanismos
inibitérios de linfocito T e NK, evidenciando que o HLA-G codifica uma
molécula essencial para o prognostico relacionado a evolugdo e
gravidade de doengas. As variagdes da expressdo do gene HLA-G, por
exemplo, que podem ser decorrentes de polimorfismos do gene, tem
sido relacionadas a diversas condicfes patoldgicas, como: infeccOes
virais cronicas, tumores, doencas autoimunes e doencas inflamatérias
(Larsen & Hviid, 2009; Donadi et al., 2011). Para essas Ultimas, tem
sido proposto que a expressdo do HLA-G é um possivel mecanismo de
protecdo tecidual contra respostas inflamatorias (Consiglio et al., 2011).
Diversos aspectos relacionandos a doenga e ao polimorfismo da 3’'UTR
do HLA-G permanecem desconhecidos e controversos, fazendo-se
necessaria a complementacéo de estudos que auxiliem na elucidacéo dos
mecanismos de regulacdo da expressdo desse gene. A familia Alu é o
elemento moével mais comum em genomas de primatas, com mais de 1,1
milhdes de copias no Homo sapiens (Kriegs et al, 2007; Rhead et al.,
2010). A sequéncia AluyHG encontra-se na regido intergénica,
flanqueada pelos loci HLA-A e HLA-G. Um possivel desequilibrio de
ligagdo entre essa regido e os loci vizinhos pode ser um potencial
marcador para essa regido, ajudando no diagnéstico da doenca. Essas
associagdes entre LES, o polimorfismo do gene HLA-G e a insercao do
AluyHG podem, no futuro, auxiliar no diagnostico, no prognostico e no
direcionamento de terapias para essa patologia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar polimorfismos da regido 3’ ndo traduzida (3°’UTR) do
gene HLA-G e da insercdo AluyHG em pacientes com lUpus eritematoso
sistémico e individuos controles, no estado de Santa Catarina, buscando
um melhor entendimento da acéo desses loci na manifestacdo da doenca.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Observar a variabilidade da 3’UTR do gene HLA-G e da
insercdo AluyHG em uma amostra populacional do estado de Santa
Catarina;

2. Calcular as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo
de 14pb na 3°’UTR do gene HLA-G e da insercdo AluyHG em pacientes
com LES e em individuos-controle;

3. Inferir os haplotipos envolvendo estes loci analisados em
pacientes com LES e em individuos-controle;

4. Verificar se ha associacdo entre os alelos, genotipos, haplétipos,
combinacgBes haplotipicas e dados epidemioldgicos com a doenga
estudada;

5. Relacionar os dados encontrados neste estudo com a presenca de
LES;

6. Comparar as frequéncias génicas, genotipicas e haplotipicas
observadas com dados descritos na literatura, de forma a contribuir para
um melhor conhecimento da doenca.

7. Verificar se existe desequilibrio de ligacdo entre os loci
estudados;

8. Na existéncia de desequilibrio de ligacdo, verificar a
possibilidade da inser¢do AluyHG se tornar um marcador da regido.
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4. MATERIAL E METODOS

Este projeto estd vinculado a um projeto maior, em vigéncia,
intitulado “Genética da Autoimunidade: Polimorfismos em Lupus
Eritematoso Sistémico e Artrite Reumatoide em pacientes de Santa
Catarina”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (CEP-UFSC), sob
parecer 172/06, de 26 de junho de 2006, que esteve em vigéncia até
julho de 2009 e foi prorrogado até marco de 2013.

As amostras populacionais que foram coletadas e utilizadas no
presente trabalho sdo parte do Banco de DNA do Laboratdrio de
Polimorfismos Genéticos (LAPOGE), situado no Departamento de
Biologia Celular, Embriologia e Genética, Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Santa Catarina (BEG-CCB-
UFSC) e coordenado pela Profa. Dra. Iliada Rainha de Souza. A coleta
foi feita em colaboracdo com o Hospital Universitario Polydoro Ernani
de Sdo Thiago (HU) representado pelos médicos Dr. Ivanio Alves
Pereira e Dra. Adriana Fontes Zimmermann.

4.1 COLETA

A populacido estudada é constituida de pacientes com LES,
atendidos pelo HU-UFSC, no periodo de junho de 2006 a junho de
2012, que se dispuseram voluntariamente a participar da pesquisa. O
grupo controle é composto por voluntarios sem LES diagnosticado e
sem historico familial do mesmo, que consentiram em participar dessa
pesquisa, recebendo ambos os grupos um termo de consentimento livre
e esclarecimento e aceitando participar do projeto ao assinar a
declaracdo de consentimento (ANEXO A para controles e B para
pacientes).

Os dados familiais e epidemioldgicos dos controles e pacientes
foram obtidos durante entrevista feita através de questionarios
estruturados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da UFSC (ANEXOS C e D). Os dados clinicos dos pacientes
foram obtidos nos prontuarios médicos.

No presente estudo, foram utilizadas 150 pacientes e 150 controles,
ambos provenientes do Estado de Santa Catarina, Brasil. Destes
individuos foram coletados 10mL de sangue periférico em tubos
contendo EDTA.

39



KARASIAK, G. D. Material e Métodos

4.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

O material biolégico obtido das coletas foi centrifugado
(Centrifugue 206 BL Excelsa 1I®) a 3.000g (1835rpm), durante 20
minutos a temperatura ambiente para a separacdo dos constituintes do
sangue. Apds a centrifugacdo, foram separados 0s componentes
sanguineos: o plasma, que foi estocado para futuras pesquisas; a camada
de leucdcitos (buffy coat), utilizados na extracdo de DNA genémico, e 0
concentrado de hemacias, também armazenado para futuras pesquisas.
As amostras separadas foram armazenadas em freezer a -20°C.

4.3 EXTRAGAO DO DNA GENOMICO

A extracdo do DNA gendémico foi feito de acordo com protocolo
adaptado da técnica de salting out, descrita por John et al. (1991) e
modificada por Lahiri & Nurnberger (1991).

4.3.1 Reagentes e Soluces

1) Solucdo de Lise | (Tris-HCI 0,01M, Amresco®; Sacarose
0,32M, Merck®; MgCI2 0,0025M; Triton X 100 — 1%,
Nuclear®);

2) Solucdo de Lise Il (Tris-HCI 0,01M, Amresco®; KCI 0,05M,
Vetec®); MgCI2 0,0025M, Nuclear®); Nonidet — 1%,
Amresco®; TWEEN 20 — 1%, Amresco®);

3) SDS 10% (Amresco®);

4) Solucéo de Perclorato de Sddio 5,0M (Vetec®);

5) Solugdo Saturada de NaCl 6,0M (Nuclear®);

6) TE (Tris-HCI 1M, Amresco®; EDTA 0,5M, Vetec®);

7) Alcool Isopropilico Absoluto(Merck®) TA;

8) Etanol 70% (Merck®), TA.

Para cada amostra, foram separados 100ul da camada de leucocitos
em microtubos de polipropileno de 1,5mL (tipo Eppendorf), utilizando
micropipeta e ponteiras estéreis. Em seguida, 1,0mL de Solucéo de Lise
| foi adicionado em cada um desses microtubos. As amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas (Centrifugue 5415D, Eppendorf®) a
13400g (12000 rpm) durante 5 minutos a temperatura ambiente e o
sobrenadante foi descartado. Este procedimento foi repetido (de 3 a 4
vezes) até que os glébulos vermelhos fossem removidos e o precipitado
apresentasse cor branca, indicando a auséncia de glébulos vermelhos no
precipitado. Posteriormente, foi acrescentado ao precipitado 300uL de
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Solucdo de Lise Il, 10pL de SDS 10% e 75uL de Perclorato de Sodio
5M. As amostras foram agitadas em um agitador de tubos (Vortex®),
em cada tubo foi acrescentado 130uL de NaCl 6M e, a seguir, as
amostras foram centrifugadas a 13400g por 5 minutos a temperatura
ambiente. Novos microtubos de 1,5mL foram identificados e, para esses,
foram transferidos os sobrenadantes resultantes da centrifugacdo. Ao
sobrenadante foram adicionados 300uL de Alcool Isopropilico Absoluto
e as amostras foram, novamente, centrifugadas a 134009 por 15 minutos
a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado
foi acrescentado 300uL de Etanol 70%. As amostras foram
centrifugadas a 134009 por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi seco, a temperatura ambiente, por 12h (ou overnight).
Apo6s a secagem dos precipitados, foi adicionado a cada tubo 100uL de
TE. As amostras foram colocadas no banho-maria a 56°C, por 30
minutos e, posteriormente, armazenadas a -20°C.

4.4 GENOTIPAGEM

44.1PCR

A genotipagem das amostras foi realizada pela amplificagdo de
sequéncias-alvo especificas dos genes pela técnica PCR (do inglés
Polymerase Chain Reaction), utilizando oligonucleotideos iniciadores
(primers) que flanqueiam as regibes génicas de interesse. Os
oligonucleotideos iniciadores estdo listados na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores utilizados para a PCR.

Gene Oligonucleotideos iniciadores Referéncia
HLA-G 5’TGT GAA ACA GCT GCC CTG TGT 3’ Castelli et
5> GTCTTCCATTTATTTTGTCTC T3 al., 2010

5’ CAG GAC AAC CAG TAAAGATGC TGG 3°
ALU-HG 5’ GCT TCAGTT AAC ATG CAAGTT TAT
GCC3¥

Kulski et
al., 2001

Em toda PCR foi utilizado um controle negativo (CN) com &gua
ultrapura ao invés de DNA gendmico para assegurar a auséncia de
contaminacdo por DNA exdgeno durante a reacao.
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4.4.2 Genotipagem HLA-G 14pb

4.4.2.1 Reagentes e Solucdes

1) Agua Ultrapura gsp. 25pL;

2) dNTPs 0,2mM de cada (100mM, Invitrogen®);

3) MgCI2 1,5mM (50mM, Invitrogen®);

4) Tampéo de PCR 1X (10X, 0,2M Tris-HCI pH 8,5; 0,5M KCI;
Invitrogen®);

5) Primer Forward 5pmol (10pmol HLAGR, IDT®);

6) Primer Reverse 5pmol (10pmol HLAGF, IDT®);

7) Taqg DNA Polymerase Platinum 0,5U/uL (5U/ pL;
Invitrogen®).

4.4.2.2 Procedimento

Para a reacdo de amplificacdo foram adicionadas as concentracOes
mencionadas acima em tubos de 0,6mL (tipo eppendorf) e adicionados
2uL de DNA gendmico da amostra desejada. Essas amostras foram
colocadas em um termociclador (Mastercycler, Eppendorf®) e
submetidas a uma desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos e, em
seguida, a 30 ciclos de: 95°C por 45s, 56°C por 45s e 72°C por 60s; e
um passo de extensdo final a 72°C por 7 minutos (Castelli et al., 2010).

4.4.2.3 Leitura dos resultados no gel

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel
vertical de poliacrilamida em concentracdo de 7%. Estes géis foram
feitos adicionando: 31,5ml de H20; 9ml de Solucdo de Acrilamida/Bis-
acrilamida 29:1; 4,5ml de TBE 10%; 67,5ul de TEMED e 675ul de
Persulfato de Amdnio 10%. Essa solu¢do foi colocada entre as placas de
vidro e, ap6s a polimerizacdo do gel, as placas foram encaixadas na cuba
de eletroforese. As amostras foram preparadas da seguinte forma: 3,5ul
de produto de PCR; 1ul de Tampao de Aplicagdo de Amostras e 1l de
H20; e, posteriormente, aplicadas no gel. No primeiro pogo foi
colocado 0,6ul o padrio de peso molecular de 100pb para,
posteriormente, servir de parametro para a confirmacdo das bandas
amplificadas. A corrida foi realizada, durante 1h e 30min, e a fonte de
eletroforese (CBS, Scientific Company, Modelo EPS 4000) foi regulada
de maneira que, a Voltagem (V) ficou fixa em 160 e a Amperagem
(mA) e a Poténcia (W) ficaram livres.. Os géis foram retirados das cubas
e corados com solucdo de Nitrato de Prata 10% para a visualizagdo dos
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fragmentos de DNA. Apds a eletroforese o gel foi lido e posteriormente
submetido a luz WL para ter suas imagens capturadas pelo
fotodocumentador DNR-Bio-Imaging Systems MiniBIS PRO® através
do software GelCapture®©, que foram entéo analisadas (Figura 6).

O — 350

)
ﬂ - B —> 3590b
)

Figura 6 - Gel de poliacrilamida a 7%, corado com nitrato de prata. Fragmentos
de DNA de dois diferentes tamanhos, 359pb (Insercdo 14pb) e 345pb (delecédo
14pb), podem ser observados apds corrida eletroforética de 3horas, a 160 V. O
gel digitalizado ilustra uma insercdo (raial), uma dele¢do (raia 2), uma insercéo
; delecdo (raia 3).

4.4.2 .4 Coloragdo com Nitrato de Prata
Os géis foram retirados das cubas e corados com solugéo de Nitrato
de Prata 10% para a visualizacdo dos fragmentos de DNA.

4.4.2.4.1 Reagentes e Solucdes

1) Solugdo de Nitrato de Prata 10% (10g de Nitrato de Prata,
Vetec®; 100mL de H20 - volume final 100mL);

2) Solugdo Fixadora (160mL de Etanol Absoluto, Merck®, 7mL
de Acido Acético Glacial, Nuclear® e 833mL de H20 - volume
final 1L);

3) Solucdo Reveladora (22,59 de NaOH, Merck®; 1L de H20. -
volume final 1L. Na hora da coloragéo foi adicionado 1mL de
Formaldeido para cada 100mL da solugéo).

4.4.2.4.2 Procedimento
1) Fixacdo: Apo0s a retirada das placas de vidro e dos espacadores,
o0 gel foi colocado em um recipiente de vidro contendo 200mL
de Soluc¢éo Fixadora por 10 minutos;
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2)

3)

4)

5)

Impregnacdo com Nitrato de Prata: Foi adicionado 2,0mL de
Solucdo de Nitrato de Prata no recipiente contendo o gel e os
200 mL de solugdo fixadora, e mantida sob agitacdo por 5
minutos. A solucdo foi entdo descartada e o gel lavado em agua
quente por cerca de 10 segundos;

Revelacdo: A solucdo foi pré-aquecida em estufa a 65°C, para
facilitar a reacdo de coloracédo e adicionada cuidadosamente no
recipiente contendo o gel, que foi submetido a agitacdo por
alguns minutos até que as bandas aparecessem nitidamente.;
Bloqueio da Reacdo: Apds o gel ter sido revelado, a solucdo
reveladora foi descartada e a reagdo blogueada com a lavagem
direta do gel em 100mL de Solugdo Fixadora;

Secagem do Gel: Apos a leitura, todos os géis passaram por um
processo de secagem simples para que pudessem ser
armazenados para analises e confirmagdes posteriores. Duas
folhas de papel celofane foram molhadas; uma placa de vidro,
com a area maior que a do gel, foi coberta com uma das folhas;
o gel foi colocado sobre a placa com o celofane sem deixar
bolhas; o gel foi entdo bem molhado e coberto com a outra
folha de celofane, também com cuidado de ndo deixar bolhas;
este gel foi deixado secando a temperatura ambiente por dois ou
trés dias até a secagem completa, sendo entdo destacado,
devidamente identificado e arquivado.

4.4.3 Genotipagem AluyHG

4.4.3.1 Reagentes e Solugdes
1) Agua Ultrapura gsp. 25uL;

2)
3)
4)
5)

6)
7)
8)

dNTPs 0,2mM de cada (100mM, Invitrogen®);

MgCI2 1,5mM (50mM, Invitrogen®);

DMSO 5% (98%, dimetilsulfoxido Merk®);

Tampéo de PCR 0,8X (10X, 0,2M Tris-HCI pH 8,5; 0,5M KClI,
Invitrogen®);

Primer Forward 3pmol (10pmol AluyHGR, IDT®);

Primer Reverse 3pmol (10pmol AluyHGF, IDT®);

Tag DNA Polymerase Platinum 1U/uL (5U/ uL; Invitrogen®).
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4.4.3.2 Procedimento

Para a reacdo de amplificacdo foram adicionadas as concentragdes
mencionadas acima em tubos de 0,6mL (tipo eppendorf) e adicionados
2uL de DNA gendmico da amostra desejada. Essas amostras foram
colocadas em um termociclador (Mastercycler, Eppendorf®) e
submetidas a uma desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos e, em
seguida, a 30 ciclos de: 95°C por 45s, 56°C por 45s e 72°C por 60s; e
um passo de extensdo final a 72°C por 7 minutos (Castelli et al., 2010).

4.4.3.3 Leitura dos resultados no gel

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose em concentracdo de 1% (95V, 30 minutos) em presenga do
corante fluorescente GelRed™. Para a corrida eletroforética se utilizou:
tampdo TBE 0,5X (50mL de TBE 10X; 950mL de agua), sendo que as
mesmas concentragdes foram utilizadas para preparagdo do gel. Apds a
eletroforese o gel foi submetido & luz UV para visualizagdo da regido
génica amplificada, tendo posteriormente suas imagens capturadas pelo
fotodocumentador DNR-Bio-Imaging Systems MiniBIS PRO® através
do software GelCapture@ que foram entdo analisadas (Figura 7).

540 pb

—> 218 pb

Figura 7 - Gel de agarose a 1%, na presenca do corante fluorescente Ge/Red™.
Podem-se visualizar fragmentos de DNA de diferentes tamanhos, 540pb
(presenca da insercdo AluyHG)e 218pb (auséncia da insercdo AluyHG), apés
corrida eletroforética de 30minutos, a 90V. O gel digitalizado ilustra a presenca
de uma delecéo (raia 1), uma insercdo(raia 2) e uma insercdo / delegdo (raia 3).

45



KARASIAK, G. D. Material e Métodos
4.5 ANALISE E TRATAMENTO DE DADOS

4.5.1 Homogeneidade da amostra

Todas as amostras foram pareadas de acordo com idade e sexo. Os
controles foram escolhidos de forma a obedecer a mesma distribuicdo
etaria e de género com as amostras casos, evitando assim, Viés nas
analises causadas pela diferenca destes parametros. A confirmacdo do
pareamento correto foi feito por teste de homogeneidade, através do Qui
Quadrado (®).

4.5.2 Dados Epidemiol6gicos

Foram estabelecidos critérios para facilitar a analise de dados
epidemioldgicos coletados, como descrito a seguir.

Para estudar a relagcdo da doenca com o tabagismo, os seguintes
critérios foram utilizados: (1) excluséo de individuos com menos de 18
anos de idade ou mais de 65; (2) exclusdo de individuos com menos de
um ano de diagnostico. Para os testes, foram qualificados 108 pacientes
e 106 controles. A caracterizacdo do uso de tabaco foi feita,
classificando os individuos em trés grupos: (1) individuos que nunca
fumaram; (2) ex-fumantes (definido por ndo fumar ha mais de um ano
contando da data da entrevista); (3) fumantes (definido por fumar pelo
menos um cigarro por més por no minimo trés meses consecutivos
contando da data da entrevista) (Ghaussy et al., 2003).

Na analise dos dados epidemioldgicos de idade de manifestacdo,
trés grupos foram formados: (1) pacientes que manifestaram a doenca
com menos de 16 anos; (2) pacientes que manifestaram a doenca entre
16 e 50 anos; (3) pacientes que manifestaram a doenca depois dos 50
anos (Tsokos et al., 2007).

4.5.3 Estimativas das Frequéncias alélicas e Genotipicas

As frequéncias alélicas e genotipicas de cada locus, em casos e
controles foram estimadas utilizando-se o programa GENEPOP®
(Raymond & Rousset, 1995) versédo 3.4.

4.5.4 Genotipos e anélise de associacédo

A Odds Ratio pode ser compreendida como a razdo das
probabilidades e é comumente utilizada em estudos epidemiolégicos
para descrever o dano provavel que pode ser causado pela exposigao a
um fator de risco. Quando o valor da odds ratio é maior que 1 e 0
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intervalo de confianca ndo incluir um ndmero menor que 1, pode-se
dizer que esta caracteristica é um fator de risco; quando o valor da odds
ratio for menor que 1 e o intervalo de confianca ndo incluir um nimero
maior que 1, este pode ser considerado fator de protecdo.

A associacdo dos gendtipos e hapldtipos com a susceptibilidade ao
LES foram verificadas com base em tabelas de contingéncia 2x2,
através do indicador de OR ou razdo de chances, adotando-se um
Intervalo de Confianga (IC) de 95% e considerando-se p=0,05 como o
valor limite de significancia.

Para os célculos de associacdo, foram considerados fatores de risco
a manifestacdo do LES a presenca de genes descritos em Material e
Meétodos e dados epidemioldgicos.

Para este céculo foi utilizado o software EpiMax Table Calculator
(Health Decision Strategies, 2012).

4.5.5 Determinacao dos haplotipos

Para inferir os haplétipos formados pelos dois polimorfismos da
regido do MHC humano: a inser¢do AluyHG (que daqui em diante serd
nomeado 322pb) e 14pb*InDel da 3°UTR do gene HLA-G (que daqui
em diante serda nomeado 14pb), foi utilizado o programa PHASE 2.1.1.
Este programa utiliza algoritmo baesiano e apresenta melhor
desempenho que os outros algoritmos (Stephens et al., 2001; Stephens
& Scheet, 2005).

Para esta inferéncia um banco contendo todos os individuos
genotipados para os polimorfismos do presente estudo (incluindo
amostras ndo utilizadas no presente trabalho) foi considerado. Isto
porque o programa se baseia na frequéncia dos achados no banco
disponibilizado, assim quanto maior o banco, melhor serdo os resultados
da inferéncia.

Somente 0s hapldtipos cuja probabilidade da inferéncia foi superior
a 0,90 foram considerados, justificando assim a redugdo do tamanho
amostral nas analises de haplétipos. As frequéncias dos haplétipos,
assim como das combinacdes haplotipicas foram entdo calculadas por
contagem.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

De um total de 306 individuos que compfem a amostra deste
estudo, 153 foram pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico, grupo
de casos, e 153 foram individuos sem histérico de LES, formando o
grupo de controles, todos residentes no estado de Santa Catarina. Estes
dois grupos foram pareados, para a realizacdo dos testes estatisticos, de
acordo com o género e a idade, conforme mostrado na tabela 3. Alguns
pacientes possuem idade inferior a 18 anos, sendo que esses foram
pareados com controles de menor idade encontrados, fazendo com que a
média das idades entre pacientes e controles difira ligeiramente. Um
teste de homogeneidade foi feito para evitar um viés na amostra.

Tabela 3. Classificacdo da amostra, de acordo com género e idade, entre
pacientes com LOpus Eritematoso Sistémico (casos) e individuos sem
diagndstico e casos na familia (controles).

Dados Epidemiolégicos Casos Controles
Género (n=153) (n=153)
Feminino 150 150
Masculino 3 3
Idade (n=153) (n=153)
(Média + SD) 37,78 + 12,08 38,42 + 11,69

n: ndmero amostral; Média: média entre as amostras; SD: desvio padrdo da
média.

5.2 ANALISES ESTATISTICAS

Apos a obtencdo dos gendtipos para o sitios polimorficos da 3'UTR
do gene HLA-G (14pb Del/In) e da inser¢do AluyHG (322pb In/Del) de
casos e controles, foram realizadas as seguintes analises: equilibrio de
Hardy-Weinberg, frequéncias alélicas e genotipicas (para casos e
controles) e analises de associa¢do usando Odds Rattio.

5.2.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg

As distribuicbes das frequéncias para os dois polimorfismos
analisados (14pb HLA-G e inser¢do AluyHG) estavam de acordo com o
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equilibrio de Hardy-Weinberg, exceto em pacientes de LES para o locus
14pb HLA-G (p=0,033).

5.2.2 Frequéncias Alélicas, Genotipicas e Analises de
Associacdo

Os resultados obtidos apds os calculos das frequéncias alélicas e
genotipicas de casos e controles estdo descritos na Tabela 4.
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Tabela 4. Frequéncias alélicas e genotipicas para casos e controles, célculos de associacdo (OR) entre a presenca dos
polimorfismos e a manifestacdo de Ilpus eritematoso sistémico, valores de p e intervalo de confianca (IC 95%).

Polimorfismo C?:)OS Frequéncia COTELI’)OES Frequéncia OR p IC
14pb (rs1704)
In 140 0,458 120 0,392 1,307 0,120 0,936-1,826
Del 166 0,542 186 0,608
Total de Alelos 306 306
Inin 25 0,164 22 0,144 1,163 0,751 0,597-2,267
InDel 90 0,588 76 0,497 1,447 0,136 0,898-2,333
DelDel 38 0,248 55 0,359 0,589  0,046*  0,349-0,992
Total de Individuos 153 153
322pb (AF055066)
In 68 0,222 89 0,291 0,697 0,064 0,475-1,020
Del 238 0,778 217 0,709
Total de Alelos 306 306
Inin 7 0,046 9 0,059 0,767 0,797 0,250-2,323
InDel 54 0,353 71 0,464 0,63 0,062 0,388-1,023
DelDel 92 0,601 73 0,477 1,653  0,039* 1,024-2,669
Total de Individuos 153 153

Frequéncias génicas e genotipicas, analise de associacdo. n= ndmero amostral; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianga; p=
probabilidade. Os valores significativos estdo anotados com *.
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Entre os dados analisados, os valores significativos indicam
associacdo de protecdo a manifestacdo da doenca com 0 gendtipo
homozigoto 14pb*Del*Del (OR=0,589, p=0,046; 1C95%= 0,349-0,992).
Os alelos que apresentam a inser¢do da sequéncia de 14pb apresentam
uma maior estabilidade no mRNA devido a formacdo de um sitio de
processamento alternativo, que remove 92pb da molécula final, mas
também demonstra uma menor producdo dessa molécula. Assim a
relacdo da insercdo de 14pb com a expressdo da molécula de HLA-G
ndo estd totalmente elucidada, devendo ser melhor caracterizada para
conclusdes mais concretas. E descrito que em condigdes patoldgicas,
como as doengas autoimunes, onde uma resposta imune vigorosa é
indesejavel, a presenga de HLA-G é vantajosa (Rousseau et al., 2003;
Donadi et al., 2011). Nossos resultados demonstram que a presenca da
dupla dose do alelo *Del (14pb*Del*Del) confere protecdo, sugerindo
que estes individuos devam apresentar maior expressdo da molécula
HLA-G. Considerando a inser¢do Alu, foi encontrada associacdo de
risco com o genétipo homozigoto 322pb*Del*Del com OR=1,653
(p=0,039; 1C95%=1,024-2,669). A insercdo AluyHG ndo possui uma
funcéo fisiologica conhecida, localizando-se entre os loci HLA-A e o
HLA-G. Podemos supor que a associacdo significativa ocorra porque
esta sequéncia de 322pb pode estar em desequilibrio de ligagdo com
algum alelo de risco dos loci que a flanqueiam.

Os dados epidemiologicos considerados neste estudo, como fatores
de risco para a manifestacdo do LES (historico familial, tabagismo e
idade de manifestacdo da doenca), estdo descritos nas Tabelas 5,6, 7 e 8
respectivamente.
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Tabela 5. Frequéncias alélicas e genotipicas para casos e controles, calculos de associagdo (OR) entre o histérico familial e a
manifestacdo de lupus eritematoso sistémico, valores de intervalo de confianga (IC 95%) e p.

. . Com Historico . Sem Historico ..
Polimorfismo Familial (n) Frequéncia Familial (n) Frequéncia | OR p IC
14pb
In 21 0,362 110 0,474 0,629 0,166 0,333-1,186
Del 37 0,638 122 0,526
Total de Alelos 58 232
Inln 3 0,103 19 0,164 0,589 0,602 0,128-2,342
InDel 15 0,517 72 0,620 0,655 0,421 0,267-1,603
DelDel 11 0,380 25 0,216 2,224 0,112 0,853-5,778
Total de Individuos 29 116
322pb
In 16 0,276 50 0,216 1,387 0,421 0,683 -2,795
Del 42 0,724 182 0,784
Total de Alelos 58 232
Inln 2 0,069 5 0,043 1,644 0,923 0,208-10,384
InDel 12 0,414 40 0,345 1,341 0,633 0,538-3,324
DelDel 15 0,517 71 0,612 0,679 0,472 0,278-1,661
Total de Individuos 29 116

Frequéncias génicas e genotipicas, analise de associacdo. n= numero amostral; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; p=
probabilidade. Nao foram encontrados valores significativos.
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Tabela 6. Frequéncias de fumantes, ex-fumantes e nunca fumantes para casos e controles, calculos de associacdo (OR) entre 0
habito tabagista e a manifestacdo de lGpus eritematoso sistémico, valores de intervalo de confianga (IC, 95%) e p.

GRUPOS Casos (n) Frequéncias Controles (n) Frequéncias | OR p IC
FUMANTE 31 0,258 14 0,117 2,637 0,009* 1,258 -5,584
EX FUMANTE 12 0,100 14 0,117 0,833 0,818 0,346 - 2,039
NUNCA FUMOU 77 0,642 92 0,766 0,545 0,047* 0,298 - 0,994
Total de Individuos 120 120

Andlise de associacdo. n= nimero amostral; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; p= probabilidade. Os valores
significativos estdo anotados com *.
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Tabela 7. Frequéncias alélicas e genotipicas para casos e controles, calculos de associacdo (OR) entre o habito tabagista e a
manifestacdo de lGpus eritematoso sistémico, valores de intervalo de confianga (IC, 95%) e p.

Polimorfismo Fumante OR p IC Nunca Fumou OR p IC
14pb Casos Freq Cont Freq Casos Freq Cont Freq
In 25 0,403 14 0,500 | 0,676 0,530 0,250 - 1,820 71 0461 69 0375|143 0,137 0,901 -2,256
Del 37 0597 14 0,500 83 0539 115 0,625
Total 62 28 154 184
Inin 3 0,097 4 0,286 | 0,268 0,24 0,038 -1,789 12 0,156 13 0,241 1,12 0,962 0,443-2,839
InDel 19 0613 6 0428|2111 041 0,493-9,263| 47 0610 43 0468| 1,79 0,089 0,923 -3,461
DelDel 9 029 4 0281023 1 0210-5166| 18 0,234 36 0,391| 0,48 0,043* 0,229-0,979
Total 31 14 77 92
322pb
In 12 0194 9 0,321 |0,507 0,290 0,164-1566 | 39 0,253 56 0,304| 0,78 0,358 0,466 - 1,288
Del 50 0806 19 0,679 115 0,747 128 0,696
Total 62 28 154 184
Inin 1 0032 1 oomfoss 1 9% 4 0052 5 0054|095 1  0206-4,287
InDel 10 0323 7 0500|0476 042 0,107 2,068 | 31 0403 46 0500| 0,67 0,267 0,349 -1,300
DelDel 20 0645 6 0429|2424 03 01867269 42 0545 41 0446| 149 0256 0,777-2,874
Total 31 14 77 92

Analise de associa¢do. n= nimero amostral; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; p= probabilidade; Freq= frequéncia;
Cont= controles. Os valores significativos estdo anotados com *.
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Tabela 8. Frequéncias alélicas e genotipicas para casos e controles, calculos de associagdo (OR) entre a idade de
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manifestacédo de ldpus eritematoso sistémico, valores de intervalo de confianga (IC, 95%) e p.

Polimorfismo
— ldade <16 (n) Frequéncia | OR p IC
14pb
In 11 0,344 059 0,24 0,255-1,341
Del 21 0,656
Total 32
Inin 1 0,063 0,31 0,43 0,015-2,464
InDel 9 0,563 0,89 1 0,282 - 2,842
DelDel 6 0,374 1,97 0,35 0,581-6,507
Total 16
322pb
In 10 0,312 1,693 0,284 0,703 -4,012
Del 22 0,688
Total 32
Inin 0,062 145 1 0,061-13,878
InDel 0,500 1,978 0,306 0,625 - 6,272
DelDel 0,438 0,476 0,253 0,148 - 1,504
Total 16
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Polimorfismo

Idade >16 ¢

o0 <50 (n) Frequéncia | OR p IC
In 120 0,472 1,43 0,32 0,747 -2,760
Del 134 0,528
Total 254
Inin 23 0,181 265 031 0,548-17,519
InDel 74 0,583 0,87 0,93 0,337-2,237
DelDel 30 0,236 07 06 0,253-1,951
Total 127
322pb
In 54 0,213 0,733 0,476 0,352 -1,536
Del 200 0,787
Total 254
Inln 5 0,040 0,492 0,749 0,077 - 3,902
InDel 44 0,346 0,848 0,885 0,329 -2,213
DelDel 78 0,614 1,364 0,618 0,538 - 3,453
Total 127
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Polimorfismo
Idade >50 (n)  Frequéncia | OR p IC
14pb
In 9 0,450 097 1 0,356 - 2,610
Del 11 0,550
Total 20
Inin 1 0,100 0,55 091 0,025-4,625
InDel 7 0,700 1,69 068 0,372-8,635
DelDel 2 0,200 074 1 0,103 - 4,054
Total 10
322pb
In 4 0,200 0,867 1 0,236 - 2,897
Del 16 0,800
Total 20
Inin 1 0,011 2,537 0,947 0,106 - 26,257
InDel 2 0,023 0,438 0,481 0,062 -2,352
DelDel 85 0,966 1,592 0,745 0,350 -0,745
Total 88

Anélise de associagdo. n= nimero amostral; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; p= probabilidade. N&o foram
encontrados valores significativos.
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Os dados epidemiolégicos relacionados a histérico familial (Tabela
5) ndo apresentaram nenhum valor significativo. Se observarmos o
nimero amostral (n) dos pacientes com histérico familial, percebemos
que esse valor reduz se comparado com 0s pacientes sem histérico
familial. Desta forma, as frequéncias alélicas e genotipicas ndo
apresentaram poder estatistico o suficiente para evidenciar associacdes.
Com uma amostra maior poderiamos conseguir dados mais
esclarecedores.

O hébito tabagista (Tabela 6) apresentou um risco para
manifestacdo da doenca de duas vezes maior para fumantes comparados
com o0s outros grupos (OR=2,637, p=0,009, 1C95%=1,258-5,584),
enquanto que os individuos que nunca fumaram apresentaram protecéo
para 0 manifestacdo da doenga (OR=0,545, p=0,047, 1C95%=0,298-
0,994). Nossos dados, corroborando com estudos anteriores,
demonstram que a etiologia da doenga ndo € apenas genética, mas
multifatorial, incluindo fatores ambientais como o tabagismo, com as
inimeras substancias tdxicas existentes no cigarro (aproximadamente
4,7 mil), corroborando com estudos feitos anteriormente (Ministério da
Salde, 2012; Mongey & Hess, 1997 apud Ghaussy et al., 2003; Pyatt &
Stillman, 1998; Ghaussy et al., 2003).

Como se pode observar na Tabela 7, o genétipo 14pb*DelDel
apresentou protecdo para individuos que nunca fumaram (OR=0,475,
p=0,043, 1C95%=0,229-0,979). Considerando que 0 genotipo
14pb*DelDel apresentou protecdo (OR=0,589, p=0,046, 1C95%=0,349-
0,992, Tabela 4), talvez a relacdo genotipo 14pb*DelDel e nunca
fumantes seja apenas um reflexo da associacdo deste genétipo. Essa
associacao se deve, muito provavelmente, a nossa amostra ser composta
em sua maioria por nunca fumantes, assim o resultado encontrado deve
estar ligado ao gend6tipo e ndo ao héabito tabagista.

Os dados epidemioldgicos relacionados a idade de manifestacdo da
doenga (Tabela 8) ndo apresentaram nenhum valor significativo.

5.2.3 Desequilibrio de Ligagao

A verificagdo das probabilidades de segregagdo independente entre
sitios polimorficos foi realizada e dentre os dois sitios polimérficos
(14pb da 3’UTR do HLA-G e 322pb da inser¢do AluyHG), foi
observado desequilibrio de ligagdo com p=0,001 entre os controles e
p<0,001 para o grupo de pacientes. 1sso pode apontar a inser¢do AluyHG
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como um importante marcador da regido analisada, considerando que
existe um desequilibrio de ligacdo com o locus HLA-G.

5.2.4 Inferéncia de Haplétipos

A associacdo com os hapldtipos e composicdes haplotipicas
observadas nos diferentes grupos, caso e controle, e considerando os
diferentes fatores de risco (habito tabagista, histérico familial e idade de
manifestacdo da doenca), estdo descritos na Tabela 9. Das dez
combinagdes haplotipicas possiveis, duas ndo foram encontradas
(3’UTR HLA-G/AluyHG - Del*Del/In*In e Del*In/In*Del) entre todos
os individuos tipados.
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Tabela 9. Haplotipos considerando os polimorfismos 14pb In/Del da 3°UTR do HLA-G e 322pb In/Del da
insercdo AluyHG, para as populagfes de casos e controles, calculos de associacdo (OR) entre os haplétipos e a
manifestacdo de lUpus eritematosos sistémico, valores de intervalo de confianga (IC 95%) e p.

Casos x Controles

Haplétipo Casos (n) Frequéncia Controles (n) Frequéncia OR p IC
14pb/322pb
Del/Del 101 0,439 95 0,448 0,964 0,926 0,651-1,429
In/In 2 0,009 9 0,042 0,198 0,048*  0,029-0,993
Del/In 25 0,109 41 0,194 0,509 0,018* 0,287-0,898
In/Del 102 0,443 67 0,316 1,725 0,008* 1,147-2,595
Total 230 212
Combinacéo Haplotipica Casos (n) Frequéncia Controles (n) Frequéncia OR p IC
14pb*14pb/322pb*322pb
DelDel/DelDel 19 0,165 16 0,151 1,113 0,916 0,509-2,440
DelDel/Inin 0 0,000 0 0,000 0,922 1,000 0,025-33,998
DelDel/Delln 12 0,104 29 0,274 0,309 0,003* 0,139-0,680
DelDel/InDel 51 0,443 34 0,321 1,688 0,082 0,940-3,036
Inin/Inin 0 0,000 2 0,019 0,000 0,442 0,480-3,755
Inin/Delin 1 0,009 0 0,000 1,861 1,000 0,130-51,917
Inin/InDel 1 0,009 5 0,047 0,175 0,175 0,007-1,581
Delin/Delln 6 0,052 6 0,057 0,917 1,000 0,252-3,341
DelIn/InDel 0 0,000 0 0,000 0,922 1,000 0,025-33,998
InDel/InDel 25 0,217 14 0,132 1,825 0,137 0,846-3,973
Total de Individuos 115 106

61



KARASIAK, G. D. Resultados e Discussao 2012
Haplétipo Casos (n) Frequéncia Controles (n) Frequéncia OR p 1IC
14pb/322pb
Del/Del 27 0,540 7 0,318 2,516 0,139 0,782-8,294
In/In 0 0,000 2 0,091 0,137 0,172 0,005-1,630
Del/In 4 0,080 5 0,227 0,209 0,176 0,057-1,479
In/Del 19 0,380 8 0,364 1,073 1,000 0,337-3,445
8 Total 50 22
é Combinacéo Haplotipica Casos (n) Frequéncia Controles (n) Frequéncia OR p IC
>
L('.; 14pb*14pb/322pb*322ph
g DelDel/DelDel 6 0,240 0 0,000 4,200 0,354 0,411-100,523
8 DelDel/Inin 0 0,000 0 0,000 0,462 1,000  0,011-18,725
£ DelDel/DelIn 2 0,080 3 0,273 0,232 0,310 0,021-2,201
g DelDel/InDel 13 0,520 4 0,364 1,896 0,614 0,359-10,458
*I\S Inin/Inin 0 0,000 0 0,000 0,462 1,000 0,011-18,725
Inin/Delin 0 0,000 0 0,000 0,462 1,000 0,011-18,725
Inin/InDel 0 0,000 2 0,182 0,103 0,117 0,004-1,400
Delin/Delln 1 0,040 1 0,091 0,417 1,000 0,010-17,206
Delin/InDel 0 0,000 0 0,000 0,462 1,000 0,011-18,725
InDel/InDel 3 0,120 1 0,091 1,364 1,000  0,100-38,200
Total de Individuos 25 11
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Haplétipo Casos (n) Frequéncia Controles (n) Frequéncia OR p IC
14pb/322pb
Del/Del 9 0,450 7 0,318 1,753 0,575 0,419-7,478
In/In 0 0,000 0 0,000 1,095 1,000 0,028-43,270
Del/In 0 0,000 4 0,182 0,181 0,230 0,007-1,885
In/Del 11 0,550 11 0,500 2,000 0,375 0,542-7,517
2 Total 20 22
5
g Combinacao Haplotipica Casos (n) Frequéncia Controles (n) Frequéncia OR p IC
I | 14pb*14pb/322pb*322pb
_% DelDel/DelDel 3 0,300 0 0,000 6,000 0,271  0,453-169,022
§ DelDel/Inin 0 0,000 0 0,000 1,091 1,000 0,026-46,662
K DelDel/DelIn 0 0,000 2 0,182 0,303 0,646 0,010-4,373
8 DelDel/InDel 3 0,300 5 0,455 0,514 0,781 0,058-4,291
% Inin/Inin 0 0,000 0 0,000 1,091 1,000 0,026-46,662
T Inin/Delin 0 0,000 0 0,000 1,091 1,000 0,026-46,662
Inin/InDel 0 0,000 0 0,000 1,091 1,000 0,026-46,662
Delin/Delln 0 0,000 1 0,091 0,500 1,000 0,015-8,942
Delin/InDel 0 0,000 0 0,000 1,091 1,000 0,026-46,662
InDel/InDel 4 0,400 3 0,273 1,778 0,878 0,204-16,430
Total de Individuos 10 11
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Haplétipo Casos (n) Frequéncia Controles (n) Frequéncia OR p IC
14pb/322pb
Del/Del 45 0,417 67 0,486 0,757 0,344 0,441-1,298
In/In 1 0,009 7 0,051 0,175 0,145 0,008-1,444
Del/In 13 0,120 26 0,188 0,544 0,145 0,244-1,199
5 In/Del 49 0,454 38 0,275 2,186 0,006* 1,241-3,856
g Total 108 138
=}
ﬁ Combinacédo Haplotipica Casos (n) Frequéncia Controles (n) Frequéncia OR p IC
o
o
2 | 14pb*14pb/322pb*322pb
g DelDel/DelDel 7 0,130 14 0,203 0,585 0,407 0,194-1,719
S DelDel/Inin 0 0,000 0 0,000 1,273 1,000 0,034-47,561
8 DelDel/Delln 8 0,148 20 0,290 0,426 0,100 0,154-1,150
'; DelDel/InDel 23 0,426 19 0,275 1,952 0,119 0,859-4,458
5 Inin/Inin 0 0,000 2 0,029 0,303 0,571 0,012-3,443
£ Inin/Delln 1 0,019 0 0,000 2,593 0,835 0,177-73,354
InIn/InDel 0 0,000 3 0,043 0,305 0,517 0,013-3,033
DellIn/Delln 2 0,037 3 0,043 0,846 1,000 0,095-6,546
Delln/InDel 0 0,000 0 0,000 1,273 1,000 0,034-47,561
InDel/InDel 13 0,241 8 0,116 2,418 0,113 0,840-7,084
Total de Individuos 54 69
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Haplétipo Com Histdrico (n) Frequéncia Sem Histérico (n) Frequéncia OR p IC
14pb/322pb
Del/Del 22 0,579 73 0,410 1,978 0,084 0,921-4,270
In/In 0 0,000 1 0,006 2,282 1,000 0,081-33,341
Del/In 5 0,132 20 0,112 1,197 0,955 0,364-3,707
In/Del 11 0,289 84 0,472 0,456 0,060 0,198-1,031
Total 38 178
= Combinacédo Haplotipica Com Histédrico (n) Frequéncia Sem Historico (n) Frequéncia OR p IC
FE 14pb*14pb/322pb*322pb
38 DelDel/DelDel 8 0,421 9 0,101 6,465 0,002* 1,801-23,661
5 DelDel/Inin 0 0,000 0 0,000 4500 0,819 0,117-172,962
2 DelDel/Delln 1 0,053 0 0,000 9,474 0,160 0,625-276,332
T DelDel/InDel 5 0,263 55 0,618 0,221 0,010  0,063-0,738
Inin/Inin 0 0,000 0 0,000 4500 0,819 0,117-172,962
Inin/Delln 0 0,000 1 0,011 2,255 1,000 0,077-33,802
InIn/InDel 0 0,000 0 0,000 4500 0,819 0,117-172,962
DellIn/Delln 2 0,105 4 0,045 2,500 0,623 0,289-17,984
Delln/InDel 0 0,000 0 0,000 4500 0,819 0,117-172,962
InDel/InDel 3 0,158 20 0,225 0,647 0,736 0,134-2,716
Total de Individuos 19 89
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Haplétipo <16 anos (n) Frequéncia Qutros Frequéncia OR p IC
14pb/322pb
Del/Del 8 0,400 93 0,443 0,839 0,894 0,299-2,318
In/In 0 0,000 2 0,010 3,317 0,831 0,129-38,632
Del/In 6 0,300 19 0,090 4,308 0,013  1,298-13,914
» In/Del 6 0,300 96 0,457 0,509 0,265 0,167-1,488
g Total 20 210
g Combinacédo Haplotipica <16 anos (n) Frequéncia Qutros Frequéncia OR p IC
§ 14pb*14pb/322pb*322pb
E DelDel/DelDel 0 0,000 19 0,181 0,395 0,621 0,018-3,287
s DelDel/Inin 0 0,000 0 0,000 9,636 0,480  0,243-385,464
= DelDel/Delln 3 0,300 8 0,076 5196 0,082 0,861-29,588
3 DelDel/InDel 5 0,500 47 0,448 1,234 1,000 0,287-5,306
3 Inin/Inin 0 0,000 0 0,000 9,636 0,480 0,243-385,464
-(_5’ Inin/Delln 0 0,000 1 0,010 4,773 0,701 0,159-76,984
InIn/InDel 0 0,000 1 0,010 4,773 0,701 0,159-76,984
DellIn/Delln 1 0,100 5 0,048 2,222 1,000 0,090-24,265
Delln/InDel 0 0,000 0 0,000 9,636 0,480 0,243-385,464
InDel/InDel 1 0,100 24 0,229 0,375 0,588 0,017-3,171
Total de Individuos 10 105
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Haplétipo 216 e <50 anos (n) Frequéncia QOutros Frequéncia OR p IC
14pb/322pb
Del/Del 87 0,444 14 0,412 1,140 0,872 0,514-2,543
In/In 2 0,010 0 0,000 0,538 1,000 0,048-13,610
2 Del/In 17 0,087 8 0,235 0,309 0,023* 0,111-0,872
£ In/Del 90 0,459 12 0,353 1,557 0,335 0,689-3,556
2 Total 196 34
él Combinagdo Haplotipica 216 e <50 anos (n) Frequéncia Outros Frequéncia OR p IC
/c'\)l 14pb*14pb/322pb*322pb
AT
E DelDel/DelDel 18 0,184 1 0,059 3,600 0,355 0,448-78,489
8 DelDel/Inin 0 0,000 0 0,000 0,182 0,725 0,005-7,002
= DelDel/DelIn 8 0,082 3 0,176 0,415 0,435 0,084-2,256
= DelDel/InDel 43 0,439 9 0,529 0,695 0,667 0,221-2,176
3 Inin/Inin 0 0,000 0 0,000 0,182 0,725 0,005-7,002
3 Inin/Delln 1 0,010 0 0,000 0,367 0,974 0,024-10,708
3 Inin/InDel 1 0,010 0 0,000 0,367 0,974 0,024-10,708
- DelIn/DelIn 4 0,041 2 0,118 0,319 0,469 0,044-2,770
Delln/InDel 0 0,000 0 0,000 0,182 0,725 0,005-7,002
InDel/InDel 23 0,235 2 0,118 2,300 0,446 0,449-15,776
Total de Individuos 98 17
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Haplétipo >50 anos (n) Frequéncia Qutros Frequéncia OR p IC
14pb/322pb
Del/Del 6 0,429 95 0,440 0,995 1,000 0,283-3,164
In/In 0 0,000 2 0,009 4,778 0,650  0,183-57,571
Del/In 2 0,143 23 0,106 1,399 1,000 0,203-7,263
In/Del 6 0,429 96 0,444 0,938 1,000 0,277-3,107
Total 14 216
Combinacéo Haplotipica >50 anos (n) Frequéncia Outros Frequéncia OR p IC

14pb*14pb/322pb*322pb

Idade de Manifestagdo - >50 anos

DelDel/DelDel 1 0,143 18 0,168 0,833 1,000 0,035-7,836
DelDel/Inln 0 0,000 0 0,000 13,625 0,347  0,333-564-817
DelDel/Delln 0 0,000 11 0,102 1,021 1,000 0,043-9,476
DelDel/InDel 4 0,571 48 0,444 1,667 0,793 0,295-9,963
InIn/Inin 0 0,000 0 0,000 13,625 0,347  0,333-564-817
InIn/Delin 0 0,000 1 0,009 6,750 0,545 0,218-114,921
InIn/InDel 0 0,000 1 0,009 6,750 0,545 0,218-114,921
Delin/Delln 1 0,143 5 0,046 3,433 0,813 0,133-41,425
Delin/InDel 0 0,000 0 0,000 13,625 0,347  0,333-564-817
InDel/InDel 1 0,143 24 0,222 0,583 0,984 0,025-5,348
Total de Individuos 7 108

Analise de associa¢do. n= numero amostral; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianga; p= probabilidade. Os valores
significativos estdo anotados com *.
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Quando a analise de associacéo foi feita considerando os diferentes
haplétipos com a manifestacdo de LES, foram encontrados resultados
significativos para a presenca de (ler na sequéncia:*14pb/*322pb)
*In/*In  (OR=0,198, p=0,048, 1C95%=0,029-0,993), *Del/*In
(OR=0,509, p=0,018, 1C95%=0,287-0,898), ambos associados a
protecdo, e *In/*Del (OR=1,725, p=0,008, [1C95%=1,147-2,595),
associado ao risco. As familias de elementos méveis Alu, entre outras,
ainda estdo duplicando, gerando variacdo entre genomas individuais
(Stewart et al., 2011). Com essa afirmacdo, podemos levantar a hipdtese
de que a populagdo estudada talvez ndo tenha tido tempo o suficiente
para entrar em equilibrio em relagdo a insercdo AluyHG, demonstrando
resultados que podem estar sob influencia de uma estruturacdo
populacional, necessitando de mais geracdes para se estabilizar. Com
mais estudos sobre as funcGes das insercdes Alu e seu desequilibrio de
ligagdo com o HLA-G poderemos levantar hipoteses mais
fundamentadas.

Na composi¢do haplotipica, foi encontrado resultado significativo
para a presenca de (ler na sequéncia: 14pb*322pb/14pb*322ph)
*Del*Del/*Del*In  (OR=0,309, p=0,003, 1C95%=0,139-0,680),
associado com protecdo na manifestacdo da doenca. Esta protecdo da
combinacdo haplotipica pode estar relacionada ao gendtipo
14pb*Del*Del, que também conferiu protecdo (OR=0,589, p=0,046,
1C95%=0,349-0,992).

Ao considerar o dado epidemiol6gico tabagismo, houve associacdo
significativa entre o grupo de individuos que nunca fumaram com o
haplétipo *In/*Del (OR=2,189; p=0,006, 1C95%=1,241-3,856). Como a
frequéncia deste haplétipo também apresentou associacdo na andlise
genotipica (OR=1,725, p=0,008, 1C95%=1,241-3,856), podemos supor
que, novamente, esse dado é um reflexo da associacdo do genotipo,
podendo ser uma associacdo esplria com o habito tabagista,
relembrando que o hébito de nunca ter fumado conferiu protecdo aos
individuos.

O historico familial apresentou associacdo com as composicdes
haplotipicas *Del*Del/Del*Del (OR=6,465, p=0,002, 1C95%=1,801-
23,661) e Del*Del/*In*Del (OR=0,221, p=0,010, 1C95%=0,063-0,738).
Ter historico familial e ser homozigoto *Del para ambos os loci
apresentou risco de seis vezes mais chances de manifestar a doenga. A
delecdo do fragmento de 14pb do HLA-G, pode resultar em uma menor
expressao do gene, e assim estar associada a manifestagdo da doenca.
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Isto porque a molécula HLA-G aumenta a imunotolerancia do
organismo, pois tem a capacidade de inibir, por exemplo, as funcdes
citoliticas antigenos-especificas das células T CD8, assim como as
respostas aloproliferativas das células T-CD4, a producdo de citocinas
por células T (Donadi et al., 2011), células sabidamente associadas a
manifestacdo do LES (Suh & Kim, 2008; Tsokos, 2011).

Considerndo a idade de maifestacdo da doenca, o haplétipo
*Del/*In apresentou associacdo de risco significativa no grupo que
apresentou manifestacdo da doenca antes dos 16 anos (OR=4,308,
p=0,013, 1C95%=1,298-13,914) e de protecdo 0 grupo com
manifestacdo entre os 16 e 50 anos (OR=0,309, p=0,023, 1C95%=0,111-
0,872). Desta forma este hapldtipo (*Del/*In) parece ter uma associa¢do
com a manifestacdo precoce da doenca. Mas este mesmo hapldtipo
apresentou associacdo de protegdo quando nenhum dado epidemiolégico
foi considerado. Assim, o fato de ter sido relacionado com protecdo no
grupo com de diagndstico nas idades entre 16 e 50 anos pode se dever
ao elevado numero de pacientes contidos neste grupo (98 dos 115
pacientes, ou seja, 85% desses individuos).

Os outros grupos analisados ndo supracitados ndo apresentaram
associagdes significativas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS
A partir dos dados obtidos e andlises realizadas, podemos concluir
que:

- As técnicas para genotipagem do polimorfismo AluyHG foram
otimizadas;

- Apds as analises, foram encontradas protecdo na manifestacdo da
doenca para o polimorfismo de 14pb e seu genétipo *Del*Del, assim
como para nunca fumantes e o genétipo *Del*Del.;

- Em relacdo ao polimorfismo de AluyHG (322pb), foi encontrada
associagdo para o genotipo *Del*Del e a manifestagdo da doenga;

- Entre os dados epidemioldgicos, o hébito tabagista foi associado a
doenga entre o grupo de fumantes e nunca ter fumado conferiu protecdo
para a manifestacdo da doenca;

- Considerando os haplétipos inferidos, foi encontrada associacéo para a
manifestacdo da doenca no haplétipo 14pb*In/322pb*Del e protecéo
para os haplotipos 14pb*In/322pb*In e 14pb*Del/322pb*In. No grupo
de nunca fumantes, o haplotipo 14pb*In/322pb*Del conferiu
susceptibilidade para a manifestacdo da doenca. Individuos que
manifestaram a doenca antes dos 16 anos apresentaram associacao para
a manifestacdo da doenca quando com o haplotipo 14pb*Del/322pb*In,
enquanto os individuos que manifestaram a doenca entre 0s 16 e 50 anos
apresentaram protecdo para 0 mesmo haplétipo;

- Nas composicBes haplotipicas, foi encontrado protecdo para a
manifestacdo de LES em 14pb*Del*Del/322pb*Del*In. Entre o0s
individuos com histdrico familial da doenca, a composicéo haplotipica
14pb*Del*Del/322pb*Del*Del conferiu seis vezes mais chances de
desenvolver a doenca, enquanto a composicdo haplotipica
14pb*Del*In/322pb*Del*In conferiu protecdo para esse mesmo grupo;

- Foi encontrado desequilibrio de ligacdo entre os dois polimorfismos,
tanto no grupo de pacientes quanto no grupo de controles, demonstrando
que esses ndo segregam independentemente, podendo o polimorfismo
AluyHG ser um bom marcador para a regido;
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- Outros estudos de associacdo para os polimorfismos AluyHG e HLA-
G devem ser realizados com Lupus Eritematoso Sistémico de forma a
esclarecer melhor os padrdes de ligagdo dessa regido genbmica,
auxiliando na busca de marcadores para a regido e para a doenga.
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ANEXO A — Termo De Consentimento Livre E Esclarecido pacientes

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ECLARECIDO

Informac0es aos participantes,

Este estudo tem como objetivo investigar aspectos da salde e genéticos de
pacientes que desenvolveram IUpus eritematoso sistémico 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 participagdo dos pacientes nesta pesquisa é voluntaria e as
informagdes aqui coletadas, bem como dos resultados das analises genéticas serdo
mantidos sob sigilo e serdo utilizados somente pela equipe interna que faz parte desta
pesquisa. Caso 0 paciente ndo queira mais participar da pesquisa, podera reaver sua
amostra de DNA.

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

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

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

Florianopolis, ___/ /

Assinatura:

RG:
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido individuos
controles.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS .

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA E GENETICA

LABORATORIO DE POLIMORFISMOS GENETICOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projetos de Pesquisa:

“Cancer de mama: avaliacido de parametros informativos para
diagnéstico e prognéstico na populacgio do estado de Santa Catarina”

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

Informagdes:

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

Procedimentos:

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

Também precisaremos tirar um pouco de sangue numa seringa.

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

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

85



KARASIAK, G. D. Anexos

Riscos:

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

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 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

Floriandpolis,__ [/

DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO

Eu, , fui

esclarecido(a) sobre as pesquisas “Céncer de mama: avaliagdio de parametros

informativos para diagnostico e prognéstico na populagdo do estado de Santa Catarina”
e “Genética da autoimunidade: polimorfismos em l0pus eritematoso sistémico e artrite
reumatoide em pacientes de Santa Catarina”, e concordo que meus dados sejam

utilizados na realizacdo das mesmas.

Florianépolis,

Assinatura:

RG:
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ANEXO C — Questionario pacientes

Universidade Federal de Santa Catarina
Departamento de Biologia Molecular, Embriologia e Genética/CCB
Departamento de Clinica Médica/CCS
Andlise de Polimorfismos Génicos em Pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico

NOME: PRONTuario/HU:
IDADE: __ _anos SEXO:( )F ( WM COR da Pele:

Procedéncia: Natural de:

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

Telefone: Data de nascimento: __ [/ /[
DATA: __ /| LUP:

Médico:

Entrevistador:

DADOS Familiares:

NOME do pai:

CIDAde onde nasceu: Profisséo:
DESCEndéncia: Materna, Paterna
NOME da mée:

CIDAde onde nasceu: Profisséo:
DESCEndéncia: Materna Paterna

TEMPO de doenga diagnosticada:

HIST6ria FAMiliar: Lapus: ( )S ( )N Parentesco:

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

MANIFestacdes INICiais: () Febre () Alopécia
() Fendmeno de Raynaud () Rash Malar
() Rash Discéide ( ) Fadiga
() Artrite () Fotossensibilidade
() Ulcera oral ou nasal () Serosite
() Distarbio Renal () Distarbio Neurolégico
() Distarbio Hematolégico () Hipertensao Arterial
() Vasculite () Outras. Quais?
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Evolucdo: INTERNagoes: ( )S ( )N Quantas?

Anexos

Motivos?

MANIFestacdes ASSOCiadas: ( )S ( )N Quais?

SOBREPosi¢do com alguma
outra doenga reumatolégica:

OBServacoes: diabetes? Depressao?

(' )Esclerodermia
( )Sjogren

( )Dermatomiosite
(' )Sindrome do anticorpo fosfolipideo (SAF)
() Fibromialgia

( ) Outras Quais?

SINTomatologia RECente: ( ) Febre () Alopécia
(altimos 10 dias) () Fendmeno de Raynaud () Rash Malar
() Rash Discéide () Fadiga
() Artrite () Fotossensibilidade
() Ulcera oral ou nasal () Serosite
() Disturbio Renal () Disturbio Neuroldgico
() Disturbio Hematolégico () Hipertenséo Arterial

() Vasculite

() Outras. Quais?

Tratamento Atual:
CORTICostero6ides: ( )S ( )N Qual?

Dose?

AZATioprina: ( )S ( )N Dose?

ANTIMALArico: ( )S ( )N Qual?

Freqliéncia?

Freqliéncia?

Dose?
METOtrexato: ( )S ( )N Dose?
CICLOSPorina: ( )S ( )N Dose?

Freqiiéncia?
Freqtiéncia?

Frequéncia?
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CICLOFosfamida: ( )S ( )N Dose?
AINE: ( )S ( )N Qual?
Dose? Frequiéncia?

ANALGSsicos: ( )S ( )N Qual?
Dose? Freguéncia?

Frequéncia?

Qutros: ( )S ( )N Quais?
Dose? Freqliéncia?

ldade 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
Duracéo: Parou ha quanto tempo?
Tratamento MEDICAMENTOSO Antes do Diagndstico: ( )S ( )N
Quais?

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

Qtde? Freqiiéncia?
Cigarro: ( )S ( )N Cigarros/dia:

Se fumava, qual a duragdo?

Quando parou?

Algum familiar ou amigo préximo é fumante?

Drogas llicitas: ( )S ( )N Qual?

Por quanto tempo?
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SLEDAI
(Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index)
Modificacdo SELENA

Avaliacdo Global do Médico

0 1 2 3
Nula Leve Média Severa

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

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

Pes | Pres. Descritor Definicéo

8 | () Convulsio Inicio recente. Excluir causa
metabdlica, infecciosa ou
farmacoldgica.

8 | () Psicose Alteracdes na habilidade de exercer
atividades normais devido a
distarbio severo na percepc¢éo da
realidade. Inclui alucinacoes,
incoeréncia, pensamento ildgico,
comportamento bizarro,
desorganizado ou catatdnico,
contelido pobre de pensamentos.
Excluir uremia e causas
farmacolégicas.

8 | ( ) | Sindrome Cerebral Funcdo mental alterada com
Organica diminuicéo da orientacdo, memoria
ou outras funcges inteligentes, com
inicio abrupto e caracteristicas
clinicas flutuantes. Inclui reducéo
da consciéncia com capacidade
reduzida de concentracéo e
incapacidade de manter-se atento ao
ambiente, mais pelo menos 2 dos
seguintes: distdrbio de percepcéo,
fala incoerente, insdnia ou
sonoléncia diurna, ou atividade
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psicomotora aumentada ou

diminuida. Excluir causas

metabélicas, infecciosas ou
farmacoldgicas.

Disturbio Visual

Alteracgdes retinianas do lupus..
Inclui corpos citbides, hemorragias
retinianas, hemorragia ou exsudato

na cordide ou neurite optica.

Excluir hipertensdo, infeccdo ou

causas farmacoldgicas.

Distarbio em
Nervo Craniano

Inicio recente de neuropatia
sensorial ou motora envolvendo
Nnervos cranianos.

Cefaléia do Lupus

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

AVC

Inicio recente de AVC. Excluir
aterosclerose

Vasculite

Ulceracdo, gangrena, nddulos moles
nos dedos,infarto periungueal,
hemorragia em cunha, ou bidpsia ou
angiograma provando vasculite.

Artrite

Mais do que 2 articulagdes com dor
e sinais de inflamacdo (i.e. edema,
derrame artiuclar ou sensibilidade)

Miosite

Fraqueza ou dor muscular
proximais, associada com
CPK/aldolas elevada ou mudancas
no eletromiograma ou bidpsia
mostrando miosite.

Cilindros Urinarios

Cilindros de hemécias ou heme-
granulares.

Hematuria

>5 hemécias/campo. Excluir
célculo, infec¢do ou outra causa.

Proteindria

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

Pilria

>5 leucocitos/campo. Excluir
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infeccdo.

2 1 () Rash Novo Inicio recente ou recorréncia de

rash do tipo inflamatorio.

2 | () Alopécia Inicio recente ou recorréncia de

perda de cabelo anormal, em placas
ou difusa.

2 () Ulceras em Inicio recente ou recorréncia de

Mucosas ulceragdes nasais ou orais.

2 | () Pleurisia Dor torécica pleuritica com atrito
pleural ou derrame, ou
espessamento pleural.

2 1 () Pericardite Dor de origem pericardica ou pelo

menos 1 dos seguintes: atrito,
derrame ou confirmacéo
eletrocardiografica.

2 1 () Complemento Diminui¢do no CH50, C3 ou C4

Baixo abaixo do limite inferior do
laboratorio.

2 1 () Agregacao de >25% por ensaio Farr or acima da

DNA Aumentada | variacdo normal para o laboratério

11 () Febre >38°C. Excluir causas infecciosas.

1 | () | Trombocitopenia <100.000 plaquetas/mm*

1] () Leucopenia <3000 leucécitos/mm?®. Excluir

causas farmacoldgicas

Score Total (soma dos pesos)
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Crise Leve ou Moderada () Severa( )
( ) Mudanca no SLEDAI >3 () Mudanga no SLEDAI >12
pontos pontos
( ) Ulceras nasofaringeas () SNC-LES recente ou pior
Pleurite Vasculite (????)
Pericrdite Nefrite
Artrite Miosite
Febre (LES) Pk<60.000

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

Hb<7% ou diminuicdo na HB>3%
Precisando de prednisona em
dobro

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

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

() Adicionado AINE ou

(' ) Necessidade de Azatioprina,

Plaquenil Metotrexato ou Hospitalizagdo
pelo LES
() Aumento na PGA maiorou | ( ) Aumento no PGA para mais de
igual a 1 mas ndo maior que 2,5 2,5
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ANEXO D - Questionario controles

Universidade Federal de Santa Catarina
Centro de Ciéncias Biol6gicas
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética — BEG
Laboratério de Polimorfismos Genéticos

QUESTIONARIO - GRUPO CONTROLE

IDENTIFICAGAO

[ 1

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:
Profisséo: Aposentado: ( ) Sim  ( )Néo
Escolaridade: ( ) analfabeto () 1° grau incompleto

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

() 2° grau completo () superior incompleto

() superior completo () p6s graduacédo
Peso: Altura:

Cidade onde nasceu:

Ascendéncia: Materna, Paterna,

Etnia: ( ) Euro descendente () Afro descendente

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

Dados Familiares:
Nome do pai:

Cidade onde nasceu:

Ascendéncia do pai:
Materna, Paterna

Profisséo:
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Nome da mae:

Cidade onde nasceu:

Descendéncia da mae:

Materna Paterna

Profissao:

Possui Irméos: ( ) Sim () Nao Quantos:
Possui filhos: ( ) Sim () Nao Quantos:

Ingere BEBIDA ALCOOLICA? ( )Sim ( )N&o
Frequéncia: ( ) Todos osdias  ( )Fim de semana ( ) Esporadicamente (Festas)
Quantidade (copos 200ml):

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

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

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

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

Vocé FUMA? ( )Sim ( )Nado Vocéja FUMOU? ( )Sim () Néo
Tipo: ( ) Cigarro () Charuto ( ) Cachimbo ( ) Outro

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

Tempo que fuma ou fumou:

Ha quanto tempo parou:

Historico Hormonal e Reprodutivo

Idade da MENARCA:

MENOPAUSA: ( ) Sim () N&o Idade:
HISTERECTOMIA: ( ) Sim () N&o
PARIDADE:
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N° de gestacOes Idade da 1? estagéo
Ne de filhos ( ) nulipara N:
Abortos( )P ()E N:

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

TRAT. HORMONAL:
Utiliza AC? ( )Sim () Nao Ja utilizou AC? ( )Sim () Nao

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

Tempo que usa ou usou AC:

Ha quanto tempo parou?

Faz TRH? ( )Sim () Néo Jafez TRH? ()Sim () Néo

Nome do Horménio:

Tempo que faz ou fez TRH:

Ha quanto tempo parou?

( )Outros horménios Tempo total:

Obeservagoes:

Historico Médico
Caso de CANCER pessoal? ( )Sim () Néo
Tipo:

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

Grau de Parentesco: ( ) filha () irma ()mée ()avo
() tia materna 1° grau ( ) tia paterna 1° grau
() prima materna 1° grau ( ) prima paterna 1° grau
() Outros

Casos de CANCER de outro tipo na familia? ( )Sim () Néo

Grau de Parentesco e tipo:
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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 DOENGCA CARDIOVASCULAR?: ( )Sim () Néo
Qual? (s)

HIPERTENSAO ARTERIAL: ( )Sim () Nao
HIPERCOLESTEROLEMIA: ( )Sim () N&o
OSTEOPOROSE: ( )Sim () Nio

DOENCA REUMATICA: ( )Sim () N&o

DIABETES: ( )Sim () Nio

ASMA: ( )Sim () N&o

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

HEPATITE: ( )Sim ( ) Ndo () Nunca fez exame

DENGUE: ( )Sim () Néo

TUBERCULOSE: ( )Sim ( ) Ndo

DISTURBIO RENAL: ( )Sim () Nao

DISTURBIO PULMONAR: ( )Sim () N&o

DISTURBIO HEPATICO: ( )Sim () N&o

Casos de DOENCA DE ALZHEIMER na familia: ( )Sim () Néo
Grau de parentesco:
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Casos de DOENCA DE PARKINSON na familia: ( )Sim () Néo
Grau de parentesco:
OUTRAS DOENGAS?:

Alérgico a algum medicamento?

Alérgico a algum alimento?

Teve DEPRESSAQ?

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

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