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RESUMO

Introducao: A artrite reumatoide (AR) € uma doenga autoimune sistémica, que
compromete a membrana sinovial das articulacdes periféricas resultando em
um processo inflamatério crbénico. As ficolinas atuam na ativagdo do
complemento como Moléculas de Reconhecimento de Padrées (PRM)
associados a patogenos e autoantigenos alterados. A Ficolina-1 é codificada
pelo gene FCN1 e sintetizada por mondcitos e granuldcitos. A ficolina-3 é
codificada pelo gene FCN3 e expressa principalmente no figado e pulméao.
Niveis elevados de ficolina-1 foram observados nas articulagcées de pacientes
com AR, no entanto os resultados de associacao com polimorfismos de FCN1
e AR sao controversos. Também foram encontrados niveis elevados de
ficolina-3 em plasma de pacientes com AR recente quando comparados a
controles saudaveis. Objetivo: Investigar polimorfismos nos genes das
ficolinas 1 e 3 em pacientes com AR e em controles, e verificar a possivel
associacdo destes com a susceptibilidade a AR e suas formas clinicas.
Métodos: Foram genotipados um total de 148 pacientes com AR e 160
controles através da amplificacao alélica por PCR sequéncia-especifica (PCR-
SSP) para os polimorfismos rs2989727 (-1981G>A), rs10120023 (-542G>A),
rs17039495 (-399G>A) e rs10117466 (—-144C>A), presentes na regiao
promotora do gene FCN1T e rs10858293 (+33T>G) presente no exon 1 do gene
FCN1. Ja para o gene FCN3 foram genotipados os seguintes polimorfismos:
rs532781899 (+1637delC) do exon 5, rs28362807
(+3524_+3532delTATTTGGCC) do intron 5 e rs4494157 (+4479C>A) do intron
7. Resultados: Verificamos que para o gene FCN1, a frequéncia dos gendtipos
GG e alelo G do SNP -542 e do genotipo CC do SNP -144 foi maior em
pacientes do que em controles (p= 0,025; p= 0,041 e p= 0,055,
respectivamente). O diplotipo -542G;-144C também foi observado mais
frequentemente em pacientes que em controles (p=0,050). Além disso, o
haplotipo FCN1 AAGAG foi associado a auséncia de fator reumatoide (FR) (p=
0,0065). Por outro lado, ndo encontramos associacéo entre os genotipos e
alelos dos polimorfismos avaliados do gene FCN3 com a susceptibilidade a AR
ou caracteristicas clinicas da doenca. Conclusao: Nosso estudo traz achados
inéditos com relacdo a associagédo dos polimorfismos do gene FCNT -542G>A
e -144C>A a susceptibilidade a AR. Além disso, a relagdo entre o haplétipo
FCN1 AAGAG com a auséncia de FR também foi demonstrada pela primeira
vez. A avaliagdo de polimorfismos de FCN3 na AR também é inédita. A
auséncia de associag¢ao dos polimorfismos da ficolina-3 com AR sugere que as
ficolinas 1 e 3 desempenham diferentes papéis na doenca.

Palavras-chave: Artrite reumatoide. Ficolina-1. Ficolina-3. Sistema
Complemento. Polimorfismo.



ABSTRACT

Introduction: Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic autoimmune disease,
which compromises the synovial membrane of the peripheral joints resulting in
a chronic inflammatory process. Ficolins act on complement activation as
Pattern Recognition Molecules (PRMs) associated with pathogens and altered
autoantigens. Ficolin-1 is encoded by the FCN7 gene and synthesized by
monocytes and granulocytes. Ficolin-3 is encoded by the FCN3 gene and
expressed primarily in the liver and lung. High levels of ficolin-1 have been
observed in the joints of patients with RA, however the results of association
with polymorphisms of FCN1 and RA are controversial. Elevated plasma levels
of ficolin-3 were also found in patients with recent RA when compared to
healthy controls. Objective: To investigate the polymorphisms in the genes of
the ficolins 1 and 3 in patients with RA and controls and to verify possible
association with susceptibility to RA and its clinical forms. Methods: A total of
148 patients with RA and 160 controls were genotyped by sequence-specific
PCR (PCR-SSP) for the polymorphisms rs2989727 (-1981G> A), rs10120023 (-
542G>A), rs17039495 (-399G>A), rs10117466 (-144C>A) present in the
promoter region of the FCNT gene and rs10858293 (+33T>G) present in exon 1
of the FCN17 gene. For the FCN3 gene, the following polymorphisms were
genotyped:  rsb532781899  (+1637delC) of exon 5, rs28362807
(+3524_+3532delTATTTGGCC) of intron 5 and rs4494157 (+4479C>A) of
intron 7. Results: We found that, for the FCNT gene, the frequency of the GG
and G allele genotypes of the SNP -542 and the CC genotype of the SNP -144
were higher in patients than in controls (p = 0.025, p = 0.041 and p = 0.055,
respectively). The diplotype -542G;-144C was also observed more frequently in
patients than in controls (p = 0.050). In addition, the haplotype FCN1 AAGAG
was associated with absence of rheumatoid factor (p = 0.0065). On the other
hand, we did not find an association between the genotypes and alleles of the
evaluated polymorphisms of the FCN3 gene with the susceptibility to RA or
clinical characteristics of the disease. Conclusion: Our study has unpublished
findings regarding the association of the polymorphisms of the gene FCNT -
542G>A and -144C>A and the susceptibility to RA. In addition, the relationship
between the haplotype FCN1 AAGAG with absence of rheumatoid factor was
also demonstrated for the first time. The evaluation of FCN3 polymorphisms in
RA is also unprecedented. The absence of association of ficolin-3
polymorphisms with RA suggests that ficolins 1 and 3 play different roles in the
disease.

Key words: Rheumatoid arthritis. Ficolin-1. Ficolin-3. Complement System.
Polymorphism.
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1 INTRODUGAO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenga autoimune sistémica que
compromete a membrana sinovial das articulacdes periféricas resultando em
processo inflamatorio crénico. E caracterizada pelo acometimento simétrico das
pequenas e das grandes articulacdes, com prevaléncia nos pés e maos,
apresentando efeitos deletérios sobre a capacidade funcional e mobilidade
fisica (MOTA et al, 2012). Pacientes com AR tem expectativa de vida
diminuida quando comparados com a populagdo em geral (TURESSON;
MATTESON, 2009) e aproximadamente 50% deles ficam impossibilitados de
trabalhar apdés 10 anos do inicio da doenca (GOELDNER et al., 2011).
Portanto, a doenca leva a prejuizos socioecondmicos, e pode estar relacionada
a quadros depressivos, resultantes da limitagao funcional (CAMPOS et al.,
2013).

Atualmente, o diagnostico da AR ¢é feito principalmente através dos
achados clinicos e exames complementares. Nao existe ainda um marcador
especifico que confirme o diagndstico, porém os dois marcadores sorologicos
utilizados - fator reumatoide e anticorpos anti-CCP - auxiliam o diagnostico
(MOTA et al., 2011).

Mesmo com varios estudos publicados sobre o tema, acredita-se que
fatores genéticos desconhecidos estejam envolvidos na etiologia da doencga.
Estudos mostram que ha uma influéncia genética relevante, inclusive em
regides onde ha elevada taxa de miscigenagdo, como é o caso do Brasil
(SILVA, 2013).

O sistema complemento consiste num complexo sistema de proteinas
plasmaticas e de membrana, sendo um dos principais mecanismos efetores da
imunidade inata. Trés principais associa¢cdes do complemento com doencas
incluem: associacido com a susceptibilidade a infec¢des, consequéncias de
anormalidades na regulacdo do complemento e deficiéncia associada as
doengas inflamatorias (UTIYAMA et al., 2004). O complemento desempenha
um papel significativo no desenvolvimento e apresentagdo clinica da AR
(BELTRAME et al., 2014; GOELDNER et al., 2014). Enquanto o aumento da
ativacdo do complemento parece estar associado a ocorréncia e/ou gravidade
do processo inflamatério na AR, deficiéncias de componentes como C1qg e C2
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parecem induzir a doenga (CHEN et al., 2010). Além disso, verificou-se que os
niveis de proteinas do complemento geralmente estdo diminuidos no liquido
sinovial de pacientes com AR, refletindo o consumo de complemento. Por outro
lado, niveis elevados de varios produtos de clivagem do complemento foram
observados no fluido sinovial (BALLANTI et al., 2011).

A via das lectinas € uma das trés vias de ativacdo do complemento,
desencadeada pela ligagcdo de polissacarideos microbianos a lectinas
circulantes, tais como a lectina ligante de manose (MBL), as colectinas (CL-K1)
e as ficolinas (GARRED et al., 2009). As ficolinas atuam na ativagado do
complemento como Moléculas de Reconhecimento de Padrées (PRM)
associados a patogenos e auto antigenos alterados. Cada ficolina € capaz de
se ligar a um espectro diferente de microrganismos, incluindo alguns virus e
parasitas (ENDO et al.,, 2015). Ja foi demonstrado que as ficolinas estéao
envolvidas com o processo de remocdo de células apoptdticas e necroéticas
(KURAYA et al., 2005). Ainda, estudos recentes demonstraram que as ficolinas
podem interagir com pentraxina 3 e proteina C reativa (ENDO et al., 2015).

S30 escassos e controversos os estudos relacionando polimorfismos da
ficolina 1 com a AR. Um estudo mostra relacdo de susceptibilidade a AR em
pacientes da Beélgica que possuem o polimorfismo rs2989727 (CRUYSSEN et
al., 2007), enquanto outro recente nao encontrou associagdo entre tal
polimorfismo e a AR em pacientes do Brasil (ADDOBBATI et al., 2016). Além
disso, nao existem trabalhos até 0 momento que investiguem polimorfismos do
gene FCN3 associados a AR.

Considerando-se que a AR é uma doencga progressiva e incapacitante, é
imprescindivel a busca por novos conhecimentos. Pesquisas cientificas
envolvendo a geracdo de novas informag¢des, como proposto neste estudo,
podem contribuir para a inovacao e o melhoramento dos recursos disponiveis
para o manejo clinico e terapéutico mais precoce e adequado para os
pacientes com AR.

2 OBJETIVOS

Investigar os polimorfismos nos genes das FCN1 e FCN3 em pacientes

com artrite reumatoide e controles.
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2.10BJETIVOS ESPECIFICOS

e |Investigar os polimorfismos rs2989727 (-1981G>A), rs10120023
(-542G>A), rs17039495 (-399G>A) e rs10117466 (-144C>A),
presentes na regido promotora, e rs10858293 (+33T>G) presente no
exon 1 do gene FCN1 em pacientes com AR e controles.

e |Investigar os polimorfismos rs532781899 (+1637delC) do exon 5,
rs28362807 (+3524_ +3532delTATTTGGCC) do intron 5 e rs4494157
(+4479C>A) do intron 7 do gene FCN3 em pacientes com AR e
controles.

e Avaliar possiveis associa¢des entre os polimorfismos dos genes FCNT e
FCN3 e a susceptibilidade a AR, apresentacao clinica e positividade dos

marcadores sorologicos.
3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ASPECTOS GERAIS

A artrite reumatoide (AR) € uma doenga autoimune sistémica, que
compromete a membrana sinovial das articulacdes periféricas resultando em
um processo inflamatorio cronico. Sua prevaléncia estimada esta entre 0,5% e
1% da populacdo mundial, sendo as mulheres trés vezes mais susceptiveis
gue os homens. A maior incidéncia ocorre na faixa etaria de 30 a 50 anos
(MOTA et al., 2012). Estudos epidemioldgicos apontam que a AR possui alta
incidéncia nos Estados Unidos (38 casos/10° habitantes) e no norte da Europa
(29 casos/10° habitantes) (GOELDNER et al., 2011). No Brasil, a prevaléncia
de AR segundo um estudo realizado em Montes Claros é de 0,46% (SENNA et
al., 2004).

A AR ¢é uma doenca altamente incapacitante, proporcionando
expectativa de vida significativamente diminuida quando comparada com a
populacao em geral. Além disso, aproximadamente 50% dos pacientes perdem
a capacidade laboral apds 10 anos do diagndstico da doenga (GOELDNER et
al., 2011), levando a prejuizos socioecondmicos e a quadros depressivos,
resultantes da limitag&o funcional (CAMPOS et al., 2013).
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3.2 FATORES PATOGENICOS ASSOCIADOS A AR

O desenvolvimento da AR ¢é influenciado por fatores ambientais,
hormonais e imunoldgicos em individuos com predisposi¢cao genética. Estudos
tém mostrado que esses fatores precisam ocorrer concomitantemente para que
haja o aparecimento da doenga. Estima-se em 60% a contribuicdo genética
para o desenvolvimento da AR (GOELDNER et al., 2011). Segundo Zhang et
al., 2014, que criaram o RADB (base de dados de polimorfismos relacionados
com a AR), cerca de 3235 polimorfismos associados a 636 genes ja foram
relacionados com a AR.

Muitos estudos tém demonstrado que genes do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) estdo associados a predisposi¢cao para
AR. A associagdo com maior prevaléncia foi para alelos especificos do gene
HLA-DRB1 que compartilham sequéncias de aminoacidos glutamina-leucina-
arginina-alanina-alanina (QRRAA, RRRAA ou QKRAA) codificadas por uma
sequéncia conservada de aminoacidos nas posi¢gdes 71-75 da terceira regiao
de hipervariabilidade da cadeia beta da molécula HLA-DRB1, conhecida como
epitopo comum (GOELDNER et al.,, 2011). Acredita-se que essas regides
contribuam aproximadamente com 30% do risco genético. Esses alelos
especificos de HLA-DRB1 tém sido associados a formas mais graves da
doenga como presenca de nodulos reumatoides, maior desgaste das
articulagdes e sindrome de Felty (REGO-PEREZ et al., 2009).

Embora os genes HLA tenham grande importancia na AR, a
susceptibilidade genética a doenga nao se restringe a eles. Atualmente
diversos polimorfismos foram descritos e associados a AR em diferentes
genes, como TNF-a, TNFRSF1B, IL-1, IL-6 e IL-10, porém as conclusdes ainda
sdo0 controversas (REGO-PEREZ et al., 2009).

Em pessoas com ate 50 anos de idade, a AR é cerca de trés vezes mais
frequente em mulheres do que em homens. Apdos essa idade, tal proporcao é
reduzida para cerca de 2:1 entre os 55 e 0s 64 anos. Essa caracteristica
inverte-se para um excesso masculino em pessoas com mais de 75 anos de
idade (ORTONA et al., 2016).

O fato da AR afetar mais mulheres do que homens até os 50 anos de
idade pode estar relacionado com fatores hormonais. Estudos sugerem que
estradiol e progesterona aumentam o risco da doenga. No entanto, a AR
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apresenta-se mais frequentemente apds a menopausa e 0s estudos nao
conseguiram estabelecer nenhuma relagdo entre anticoncepcionais orais ou
terapia de reposigao hormonal e o risco de desenvolver AR. Ja a gravidez
parece diminuir o risco de desenvolver a AR. Foi relatado também que os
estrogenos estao significativamente elevados em relagdo aos androgenos no
fluxo sinovial de pacientes com AR (ORTONA et al., 2016).

Em relacdo aos hormoénios sexuais masculinos, os dados disponiveis
sugerem que o inicio e a gravidade da AR sao inversamente associados aos
niveis de androgénio, proporcionando uma possivel explicagdo para o aumento
da taxa de incidéncia de AR em homens apds 55 anos de idade. Contudo, ha
evidéncias de que alguns pacientes com AR de ambos 0s sexos apresentam
reducdo de androgénios séricos varios anos antes do inicio da doenga. A
terapia de reposi¢cao de androgenos tem efeitos positivos em pacientes do sexo
masculino com AR, particularmente como tratamento adjuvante, e um ligeiro
efeito modificador de doenca em mulheres pos-menopausicas com AR
(ORTONA et al., 2016).

Mimetismo molecular tem sido sugerido como desencadeador de
doengas autoimunes, incluindo a AR. Entre os microrganismos mais estudados
na AR estdo o Proteus mirabilis e o virus Epstein-Barr (GOELDNER et al.,
2011). A infeccéo pré-clinica de Porphyromonas gingivalis ou sua resposta
imune podem ser importantes no desenvolvimento de imunidade alterada na
AR. Ha relatos na literatura de que essa bactéria causadora da periodontite
expressa a enzima peptidilarginina desaminase, que pode citrulinar tanto a
enolase como o fibrinogénio, auto antigenos que estdo envolvidos na
especificidade articular da AR (SPARKS; COSTENBADER, 2014).

A exposicao ao tabaco € um dos fatores ambientais mais importantes,
sendo o risco de desenvolver AR duas vezes maior em fumantes do que em
nao fumantes (CHANG et al., 2014). Estudos mostram que pessoas com
intenso uso do tabaco e que apresentam um ou mais alelos de epitopo comum
dos genes HLA-DRB1 aumenta em 23 vezes a probabilidade de ter AR quando
comparados com aqueles que nao apresentam esses fatores de risco. Estudos
em ratos transgénicos demonstraram forte resposta imune entre HLA-DRB1 e
auto antigenos citrulinados implicados no tabagismo, oferecendo mais

evidéncias de plausibilidade bioldgica para esta hipotese. A interacao HLA-
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tabagismo pode contribuir para processos de citrulinizagdo e auto imunidade e
pode explicar a soro conversao observada na AR pré-clinica (FIGURA 1)
(SPARKS; COSTENBADER, 2014). No entanto, apds 20 anos da excluséo do
uso do tabaco o risco de desenvolver AR volta ao risco da populagdo em geral
(SPARKS; COSTENBADER, 2014).

Outros fatores ambientais de risco relacionados a AR descritos incluem:
exposi¢cao ocupacional a silica e excesso de massa corporal (SPARKS;
COSTENBADER, 2014). Enquanto que fator dietético como a ingestao de
peixe pode ter efeito protetor para a AR (GIUSEPPE, Dl et al., 2014).

FIGURA 1. HIPOTESE DA INTERACAO ENTRE HLA E O TABAGISMO
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Esquema da interacdo HLA-DRB1-tabaco no desenvolvimento de AR soro positiva. Individuos com um ou
mais alelos de epitopo comum HLA-DRB1 fazem o uso do tabaco, o que induz inflamagéo nas vias
aéreas e na mucosa alveolar. A peptidilarginina desiminase (PAD) é ativada, e faz a citrulinizagdo dos
auto antigenos. As células apresentadoras de antigeno estimulam as células T através de interagdes
HLA-DRB1 aberrantes e estimulam as células B a produzirem anticorpos anti-peptideos citrulinados

(ACPA). A tolerancia imune € perdida especificamente nas articulagdes. Assim ocorre o aparecimento de
sinovite com sinais e sintomas compativeis com a AR (adaptado de SPARKS; COSTENBADER, 2014).

3.3 FISIOPATOGENIA DA AR

A autoimunidade relacionada a AR, detectada pela presenca dos
autoanticorpos, pode se desenvolver cerca de 3 a 5 anos antes dos primeiros
sintomas nas articulagdes. Alguns autores relatam que os autoanticorpos
podem preceder em até 15 anos o inicio da doenca (DEANE et al., 2010).
Inicialmente a inflamacdo é minima. Ao longo do tempo a autoimunidade
progride com espalhamento de epitopos, aumento na patogenicidade e avidez
dos autoanticorpos (DEANE, 2014). A AR se desenvolve em um periodo pré-
clinico onde os anticorpos associados a AR podem ser detectados, e um
periodo clinico de sinais e sintomas da artrite inflamatoria. Varios fatores
contribuem para a patogenia da AR, incluindo fatores genéticos, ambientais,
hormonais e imunoldgicos. A sobreposi¢cao de fatores de risco em individuos
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geneticamente suscetiveis determina o desenvolvimento da doenga
(GOELDNER et al., 2011).

Dessa forma, na fase pré-clinica é possivel detectar anticorpos
associados a AR. A producdo de anticorpos € elemento importante na
patogénese da AR, levando a formagao de complexos antigeno-anticorpo e a
ativacdo do sistema complemento (MOTA et al., 2011). Os principais
autoanticorpos encontrados na AR sao o fator reumatoide (FR) e os anticorpos
anti-peptideos citrulinados (ACPA). No entanto, ainda nao esta claro qual
desses autoanticorpos aparece por primeiro. Alguns estudos sugerem que os
ACPAs precedem o FR e outros sugerem que o FR precede os ACPAs.
Independente disso, a presenca de ACPAs e FR parece ser a combinacio de
biomarcadores mais especifica e precursora do inicio iminente de artrite
clinicamente aparente (DEANE, 2014).

O FR € um anticorpo classico relacionado a AR, presente em 70% dos
pacientes e relacionado com a forma mais grave da doenga, porém nao é
considerado especifico. Dirigido contra o fragmento Fc da imunoglobulina 1gG,
o FR se liga a IgG para formar complexos imunes, desencadeando a cascata
de ativagcdo do complemento e mecanismos de fagocitose, tendo papel
importante tanto na ocorréncia da inflamacao articular quanto nos processos
extra articulares. No entanto, seu uso € limitado, pois cerca de 30 a 50% dos
pacientes com AR s&o soronegativos para FR (MOTA et al., 2011). Além disso,
esse marcador apresenta especificidade limitada, ja que resultados falso
positivos de FR ocorrem em casos de infecgdes crénicas, malignidade e outras
doencas reumaticas. Ainda, o FR pode ser detectado em 1 a 4% dos soros de
jovens saudaveis e em maior porcentagem de pessoas idosas sem AR
(AGGARWAL et al., 2009).

Ja o ACPA ¢ produzido contra proteinas e peptideos citrulinados que
sdo gerados através do processo de citrulinagcédo, que € uma modificagédo pos
traducional de arginina para citrulina pela enzima peptidilarginina desiminase
(PAD). Este processo ocorre naturalmente durante a inflamagéo, apoptose e
gueratinizacao. No liquido sinovial de pacientes com AR existem varias
proteinas citrulinadas como fibrinogénio e fibronectina, além de outros epitopos
citrulinados que foram identificados como alvos dos autoanticorpos altamente

especificos. Para auxiliar no diagndstico da AR e melhorar a composi¢éo do
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antigeno e o reconhecimento de anticorpos foi desenvolvida uma variagao do
ACPA, anticorpo anti-peptideo citrulinado ciclico (Anti-CCP), tornando possivel
detectar autoanticorpos em pacientes com AR através de testes de
imunoensaio enzimatico (ELISA) comerciais (AGGARWAL et al., 2009).

FIGURA 2. FISIOPATOGENIA DA AR
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As proteinas citrulinadas induzidas por estimulos ambientais produzem respostas de células T e de
anticorpos em individuos geneticamente suscetiveis. As células T e os anticorpos adentram as
articulacdes, respondem a proteinas préprias e causam lesdo tecidual principalmente por secrecdo de
citocinas e por mecanismos efetores dependentes de anticorpos e complemento. Outras modificagdes de
proteinas além da citrulinagdo podem levar ao mesmo resultado (ABBAS et al., 2015).

Os papéis dos peptideos citrulinados e autoanticorpos na patogénese da
AR ainda nao estao claros. O ACPA esta fortemente associado a um risco
aumentado de desenvolver AR em individuos saudaveis. Além disso, esta
presente no sangue de pessoas saudaveis antes da manifestacdo da AR
clinica. Entre os pacientes com AR, sua presenca esta associada a danos
estruturais mais graves, progressao radiografica e menor resposta a terapia,
estando relacionado a um fenotipo homogéneo de AR grave. Ainda, o ACPA

esta fortemente associado ao tabagismo e com o epitopo compartilhado HLA-
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DRB1 e PTPNZ22, sendo considerado um forte fator de risco para a AR
(FIGURA 2) (AGGARWAL et al., 2009).

A AR caracteriza-se por inflamacéo sinovial (sinovite), infiltragcao celular
e um processo desorganizado de destruicdo e remodelacao dssea, resultante
da acéo de células B e T autorreativas (GOELDNER et al., 2011). A sinovite é
caracterizada por proliferacdo celular da membrana sinovial, e erosdao da
cartilagem articular e do osso subcondral. Embora esse processo ainda nao
esteja totalmente elucidado, parece envolver alguma estimulagéo antigénica
especifica de linfocitos T suscetiveis levando a formacédo de células B
autorreativas, estimulando a producdo de mediadores da inflamacao,
proliferagdo de vasos sanguineos e acumulo de células inflamatdrias na
membrana sinovial (SCOTT et al., 2010). Projecées de tecido proliferativo
penetram a cavidade articular, invadindo a cartilagem e o tecido 04sseo,
formando o pannus, caracteristico da AR (FIGURA 3) (GOELDNER et al.,
2011).

FIGURA 3. ARTICULAQAO NORMAL X ARTICULAQAO NA AR
a i b
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A: articulagdo normal. B: articulag&o inflamada na AR (SILVA, 2013).

Os linfocitos T CD4 (predominantes na membrana sinovial) produzem

citocinas que atraem e ativam macrofagos, os quais por sua vez secretam
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citocinas associadas ao desenvolvimento da AR e na manutenc¢ao do processo
inflamatorio tais como interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral a (TNF-
a). O TNF-a tem um papel chave na cascata inflamatoria ja que participa tanto
da inflamacdo quanto da destruicdo da articulacdo. Apos a estimulacéo de
linfocitos B, FR € produzido formando complexos imunes capazes de ativar o
complemento, aumentando assim o processo inflamatorio atravées do acumulo
de células polimorfonucleares. Diante dessa cascata inflamatéria, também séo
ativadas outras citocinas como fatores de crescimento, produzidas pelos
macréfagos, fibroblastos, células endoteliais e sinoviocitos (SCOTT et al.,
2010).

Sinovidcitos sao células encontradas nas articulacdes e podem ser de
em 2 tipos: fibroblastos e macrofagos. Na AR, os sinovidcitos do tipo
macrofago apresentam uma superproducao de citocinas pro-inflamatoérias. Ja
os do tipo fibroblastos apresentam comportamento anormal na AR, invadindo a
cartilagem, corroborando com a destruicdo da articulagdo. Ainda n&o esta claro
se a AR comecga como um problema primario no 0sso e depois se move para a
articulacédo ou o contrario. Tais alteragdes sinoviais sdo responsaveis pelas
manifestagdes clinicas classicas inerentes a AR tais como: edema, dor e
rigidez articular (SCOTT et al., 2010).

Estudos recentes evidenciam um importante papel das células Th17 na
modulagao das respostas autoimunes relacionadas com a AR. As células Th17
e suas moléculas efetoras: a interleucina 17A (IL-17A), IL-17F, interferon (IFN)
Y. TNF-a e o fator estimulador de coldnias de granulocitos-macréfagos (GM-
CSF) estao implicados na patologia da AR. As interagdes entre células Th17 e
outras células imunes ou células estromais que estdo presentes no tecido
sinovial durante as primeiras fases da doenc¢a podem eventualmente levar a
inflamacao crénica, degradacao irreversivel da cartilagem e erosdes Osseas.
Evidéncias recentes apontam para a plasticidade da célula Th17, sendo esta
capaz de adotar fenotipo patogénico sob a influencia de fatores ambientais,
inflamatorios e genéticos, tendo papel essencial na patologia da AR
(HAMBURG; TAS, 2017).
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3.4 MANIFESTACOES CLINICAS DA AR

As manifestagdes clinicas da AR podem ter inicio em qualquer idade, no
entanto, sdo observadas com maior frequéncia entre a quarta e quinta década
de vida. A AR pode se manifestar de maneira branda ou de maneira agressiva
com poliartrite associada a manifestagdes extra articulares, ja que a doenca é
sistétmica. O acometimento articular na AR costuma ser simétrico, sendo
afetadas as articulacdes das maos, dedos, pés e punhos. Outras articulagdes
também podem ser comprometidas como cotovelos, ombros, joelhos, quadris,
tornozelos, temporomandibular e coluna cervical. As articulagbes afetadas
apresentam edema, dor e calor no local. Deformag¢des articulares ocasionadas
por inflamacao persistente como “pescoco de cisne” sdo caracteristicas da AR
(FIGURA 4) (GOELDNER et al., 2011).

FIGURA 4. DEFORMACAO ARTICULAR EM PESCOCO DE CISNE
OBSERVADA NA AR

——

Deformacéo articular em “pescoco de cisne”, caracteristica em pacientes com AR (GOELDNER et al.,,
2011).

Entre as manifestagdes extra articulares estao os nddulos reumatoides e
a sindrome de Sjogren, observadas em aproximadamente 50% dos pacientes.
Altos indices de mortalidade de pacientes com AR estdo associados a
complicacdes cardiacas e infecgoes. Acredita-se que 80% dos pacientes
estejam incapacitados apos 20 anos do inicio da doenga (GOELDNER et al.,
2011). Por isso, a importéncia do diagnostico precoce e tratamento preventivo
sao essenciais afim de evitar complicacoes pelo avan¢o da doenca.
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3.5 DIAGNOSTICO DA AR

O diagnostico da AR deve ser pautado na correlagdo de sintomas e
sinais clinicos, exames laboratoriais, de imagem (ultrassom e ressonancia
magnetica) e radiograficos. Nenhum teste isolado confirma o diagnostico da AR
(MOTA et al., 2011). Em 2010, o Colégio Americano de Reumatologia (ACR) e
a Liga Europeia contra o Reumatismo (EULAR) revisaram os critérios
diagnosticos visando favorecer o diagnostico precoce da AR. A precocidade do
diagnostico € considerada fator importantissimo para garantir melhor
prognostico ao paciente (ALETAHA et al., 2010).

Dessa forma, o paciente com suspeita de AR deve apresentar ao menos
uma evidéncia clinica de sinovite ativa, bem como ter outra possibilidade
diagnodstica descartada como o lupus eritematoso sistémico (LES), por exemplo
(ALETAHA et al., 2010). Os critérios diagnosticos estao dispostos na TABELA
1.

Quando a soma dos itens de A até D resulta igual ou superior a 6, os
achados correspondem a AR definida. Embora pacientes com somatorio
inferior a 6 ndo sejam considerados como portadores de AR, os mesmos
podem ser reavaliados e os critérios podem ser completados de maneira
cumulativa no decorrer do tempo (ALETAHA et al., 2010).

O diagnostico precoce por meio de marcadores sorolégicos é de
fundamental importéncia para preven¢ao de agravos da doenga. Os anticorpos
anti-CCP podem estar presentes varios anos antes do inicio da doenca,
podendo ser ferramenta importante para tratamento precoce em individuos
susceptiveis, de forma a prevenir futuras lesdes. Ja o FR foi durante muitos
anos considerado como principal ferramenta laboratorial no diagnostico da AR,
por sua sensibilidade. Porém, devido sua baixa especificidade, pode ser
detectado em pacientes com outras doencgas inflamatérias e reumaticas, o que
limita seu uso no diagnéstico. Tanto o FR quanto anti-CCP podem ser usados
para prever AR mesmo quando detectado em individuos saudaveis (MOTA et
al., 2011).

O aparecimento precoce dos sintomas (antes dos 16 anos), associados
a alta titulacdo de anticorpos marcadores da doenca, elevacdo de niveis de
proteina C reativa e/ou velocidade de hemossedimentacgéo (VHS), presenca de

nodulos reumatoides, sobreposicdo com outras doengas autoimunes (DAI)
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como, por exemplo, sindrome de Sjogren, indicam a gravidade da doencga
(MOTA et al., 2011).

TABELA 1. CRITERIOS CLASSIFICATORIOS PARA O DIAGNOSTICO DE

AR
Pontos

A- Envolvimento articular — por envolvimento entende-se edema ou sensibilidade a

palpacdo que podem ser confirmados por exames de imagem. Excluem-se:

interfalangeanas distais, 1 carpo-metacarpiana e 1* tarso-metatarsiana

0

1 articulagdo grande (cotovelos, ombros, joelhos, coxo-femurais e tornozelos),

2-10 articulagdes grandes (cotovelos, ombros, joelhos, coxo-femurais e tornozelos); 1

1-3 articulagbes pequenas (com ou sem envolvimento de articulagoes grandes). 2

Sao articulagdes pequenas: metacarpofalangeanas, interfalangianas proximais, 2°

a 5* metatatarsofalangeanas, interfalangeanas do halux e punhos;

4-10 articulagbes pequenas (com ou sem envolvimento de articulagdes grandes). 3

Sao articulagdes pequenas: metacarpofalangeanas, interfalangeanas proximais, 27

a 5® metatatarsofalangeanas e, interfalangeanas do halux e punhos;

> 10 articulagdes (com pelo menos 1 articulagao pequena incluida) 5
B- Sorologia (o resultado de pelo menos um teste € necessario para a classificagéo)

FR E anti-CCP negativo;, 0

FR OU anti-CCP positivo fraco; 2

FR OU anti-CCP fortemente positivo. 3
C- Reagentes de fase aguda (o resultado de pelo menos um teste é necessario para

a classificagao)

Proteina C reativa E VHS normal; 0

Proteina C reativa OU VHS alterado. 1
D- Duragao dos sintomas (autorreferidos pelo paciente)

< 6 semanas; 0

2 6 semanas. 1

LEGENDA: FR: fator reumatoide; Anti-CCP: anticorpo anti-peptideo citrulinado ciclico; VHS: velocidade
de hemossedimentagdo (ALETAHA et al., 2010).

Uma vez estabelecido o diagnoéstico de AR, seus fatores prognosticos e
a possivel ocorréncia de comorbidades, € importante caracterizar parametros
uteis para monitorar adequadamente a atividade da doenca. A avaliacido do
grau de comprometimento do paciente em relagdo as suas atividades
cotidianas ¢é feito utlizando classes funcionais descritas a seguir
(STEINBROCKER et al., 1949):
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o (lasse I: o paciente é completamente capaz de executar atividades
profissionais, de cuidado pessoal e de lazer;

o (lasse Ill: o paciente é capaz de executar atividades profissionais e de
cuidado pessoal, porém tem limitagdes na execucado de atividades de
lazer;

o (lasse lll: o paciente é capaz de executar atividades de cuidado
pessoal, porém possui limitagdes em relagao as atividades profissionais
e de lazer,

o (lasse IV: o paciente apresenta limitacbes para a execugdo de
atividades profissionais, de cuidado pessoal e de lazer.

Outro indice muito utilizado € o DAS28 (indice de atividade de doencga),
gue mede a atividade inflamatdria da doenca. O calculo desse indice leva em
consideracao a avaliacdo de 28 articulacbes e se baseia no numero de
articulagdes dolorosas. Ao final a atividade da doenga é caracterizada em
remissdo, baixa, moderada e alta. Essa classificacdo ¢ util para
acompanhamento do paciente e avaliacdo da terapia medicamentosa adotada
(MOTA et al., 2011).

3.6 TRATAMENTO DA AR

O tratamento da AR tem como objetivo principal a remissdo da doenca.
Para isso, inclui educacdo do paciente e de sua familia, terapia
medicamentosa, fisioterapia, apoio psicossocial, terapia ocupacional e
abordagens cirurgicas. Os principais grupos de medicamentos utilizados no
tratamento da AR sao: drogas anti-inflamatdrias nao esteroidais (AINEs),
corticoides, drogas modificadoras do curso da doenca (DMCD) (sintéticas e
biologicas) e drogas imunossupressoras (MOTA et al., 2012).

Drogas anti-inflamatorias nao esteroidais s&o utilizadas para controle da
dor e edemas articulares. Os glicocorticoides, além de proporcionar alivio dos
sintomas, podem reduzir dano articular ou intra-articular. As DMCD reduzem o
avango da doenga controlando o processo inflamatério. Elas podem ser
sintéticas como o metotrexato ou imunobioldégicas como o anti-TNF. Os
agentes imunobioldgicos atuam sobre proteinas ou células do sistema imune
que participam do processo inflamatorio, bloqueando a destrui¢ao cartilaginosa
e ossea (MOTA et al., 2015).
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O medicamento de primeira escolha para o tratamento da AR é o
metotrexato, agente imunomodulador cuja agéo consiste na inibicdo da sintese
de DNA, RNA, timidinato e proteinas. Caso haja contraindicacédo pode-se
utilizar a sulfassalazina ou a leflunomida. Os antimalaricos devem ser indicados
apenas para pacientes com doenca leve ou artrite indiferenciada com baixo
potencial erosivo. Doses baixas de corticoides podem ser utilizadas no inicio do
tratamento para diminuir a ocorréncia de efeitos adversos, no entanto,
recomenda-se seu uso pelo menor tempo possivel (MOTA et al., 2012).

Nao havendo reposta clinica (remissédo ou redugédo da atividade da
doenga) com dose maxima tolerada de metotrexato, recomenda-se a troca por
outra DMCD em monoterapia ou o uso de combinacdo de DMCD. Caso nao
haja resposta a primeira linha de tratamento instituida, e a doenga continuar
com atividade moderada ou alta, indica-se a terapia imunobiologica. Nesse
caso a droga de escolha é o anti-TNF (MOTA et al., 2012).

Fisioterapia e terapia ocupacional sdo exemplos de tratamentos nao
medicamentosos que contribuem para a qualidade de vida do paciente, ja que
visam o fortalecimento da musculatura periarticular, mas devem contemplar um
programa de flexibilidade adequado, evitando o excesso de movimento e
distribuindo a sobrecarga de peso (MOTA et al., 2012).

3.7 SISTEMA COMPLEMENTO
O sistema complemento € um importante mecanismo efetor da
imunidade inata e mediador da resposta inflamatéria. Consiste em um
complexo sistema de proteinas séricas e de superficie celular que interagem
entre si e com outras moléculas do sistema imune de maneira extremamente
regulada, de forma a eliminar microrganismos invasores (ABBAS et al.,
2015). Além dessa fungdo bem estabelecida, o complemento exerce outras
fungdes na vigildncia imune e na homeostase, auxiliando na remocao de
complexos imunes, detritos (debris) celulares e células apoptoticas, além de
estar associado ao desenvolvimento precoce e a reparacéo tecidual (RICKLIN
et al., 2016).
O envolvimento tdo amplo nos processos fisiologicos sé € possivel
através de uma estreita comunicacao do complemento com outros sistemas

biologicos. No entanto, a ativag@o indesejada desse sistema contribui para a
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inflamacado através da capacidade de reconhecimento de superficie,
versatilidade funcional e interconectividade do complemento. Portanto, a
imagem emergente do complemento € a de um sistema de vigilancia poderoso
que pode ser desencadeado inadvertidamente por células danificadas ou
alteradas. Reacbes autoimunes, modificacdoes relacionadas a idade,
deficiéncias e alteracbes genéticas nas proteinas do complemento muitas
vezes agravam os danos mediados pelo complemento e contribuem para a
condic¢ao inflamatodria (RICKLIN et al., 2016).

As fungdes do complemento envolvem reconhecimento de superficie e
opsonizagao da célula alvo, auto amplificagao, geracéo de moléculas efetoras e
inducdo de sinalizagdo imune. O envolvimento de moléculas distintas de
reconhecimento  determina a amplitude e intensidade da resposta do
complemento para garantir que a reagado a uma célula apoptdtica seja mais
temperada do que a um patégeno invasor, por exemplo, e para poupar células
hospedeiras saudaveis da ativacao do complemento (RICKLIN et al., 2016).

A ativacdo do complemento ocorre através de trés vias distintas: via
classica, que envolve a ativacao mediada por anticorpos através do complexo
C1 que compreende C1q, C1r e C1s; via das lectinas, que € desencadeada por
carboidratos presentes nas superficies celulares de microrganismos; e a via
alternativa, que envolve a ativagao direta de C3 através da ligacao em
superficie ou hidrolise de C3 e da ligacédo mediada por properdina (RICKLIN et
al., 2016). Embora as vias do complemento difiram na forma como sao
iniciadas, todas elas resultam na geragdo de complexos enzimaticos (C3
convertases) capazes de clivar a proteina mais abundante do complemento, a
C3. A iniciacdo das etapas finais da ativagcdo do complemento ocorre quando
sdo geradas as Cb5-convertases culminando na formacédo do complexo de
ataque a membrana (MAC). O MAC é responsavel por formar poros nas
membranas plasmaticas que permitem a livre circulagao de agua e ions entre o
meio intra e extracelular. A entrada de agua resulta em ruptura das células em
cuja superficie o MAC foi depositado, levando a sua lise (FIGURA 5) (ABBAS
et al., 2015).

A ativacdo do complemento iniciada principalmente pela via classica

parece ter como gatilho o aumento de complexos imunes circulantes como o
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FR e o anti-CCP, no entanto, as vias alternativa e das lectinas também estao
envolvidas na patogenia da AR (EPP BOSCHMANN et al., 2016).

FIGURA 5. VIAS DE ATIVAGAO DO SISTEMA COMPLEMENTO
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A ativacdo do complemento pode se dar por uma das trés diferentes vias, convergindo para a formagéo
de C3b. O C3b inicia os passos finais da ativagdo do complemento, ativando C5 e formando o complexo
de ataque a membrana que leva a lise do microrganismo (ABBAS et al., 2015).

A via das lectinas é desencadeada pela ligagdo de moléculas de
reconhecimento de padrdes que podem ser: lectina ligante de manose (MBL),
colectina-11 (CL-K1) e ficolinas. Essas lectinas se ligam aos chamados
padrdes moleculares associado a patogenos (PAMPs) na superficie de agentes
patogénicos, células apoptoticas ou necrdticas. Entre as moléculas que
constituem os PAMPs estdo: D-manose, N-acetil-D-glicosamina e grupos
acetilados. A MBL circulante, as colectinas e as ficolinas formam complexos
com dois dimeros de MASPs: MASP-1 e MASP-2. Apos a ligagcao desses
complexos (MBL/MASPs, CL-K1/MASPs e ficolina/MASPs) aos seus alvos, a
MASP-1 pode ativar e acionar automaticamente a MASP-2, levando a clivagem
de C4 e C2, formando a C3 convertase (C4b2b) que ativa C3 desencadeando a
cascata do complemento (BELTRAME et al., 2015).

A ativagao do complemento envolve um grau de amplificacéo potente e,
portanto, necessita de um sistema eficaz de moléculas reguladoras capaz de
efetuar o equilibrio homeostatico, assegurar a eficiente destruicdo dos agentes
patogénicos bem como o0 reconhecimento de auto componentes
(DUNKELBERGER; SONG, 2009). A formacdo das C3 e C5 convertases é
particularmente controlada por proteinas da familia de "reguladores de ativacéo
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do complemento” (RACs). Essas proteinas modulares sdo compostas por
dominios que controlam o complemento, impedem a formacao dos complexos
das convertases e desestabilizam as ja existentes. Eles também atuam como
cofatores para o fator de serina protease | (FI) permitindo a degradagao de C3b
e/ou C4b. Entre os membros da familia RAC, o CR1 associado a membrana é
particularmente potente, uma vez que atua sobre as convertases C3 e C5 e
medeia a clivagem total de C4b e C3b. Outros membros da familia RAC
associados a membrana conferem atividade de cofator (proteina do cofator de
membrana, também conhecida como CD46) ou atividade de decaimento da
convertase (fator de aceleragdo do decaimento, também conhecido como
CD55). Ao controlar fortemente a opsonizacéo e a formagéo da convertase, 0s
RACs inibem a ativagao de C3 e C5 impedindo a geragao de proteinas efetoras
nas células hospedeiras (RICKLIN et al., 2016).

A presenga de autoanticorpos na circulagdo ligados/depositados nos
tecidos também pode desencadear inflamacao e danos por meio de ativacao
inadequada do complemento. Por exemplo, complexos imunes presentes no
LES causam consumo de componentes do complemento na circulagcdo e
deposicdo de produtos de ativagdo no rim (nefrite lupica) e outros orgaos
levando a injuria tecidual. Mecanismos similares estdo envolvidos na sindrome
de anticorpos antifosfolipidicos, na miastenia gravis e em outras doencgas
autoimunes (RICKLIN et al., 2016).

Outro mecanismo pelo qual o complemento € ativado inadvertidamente é
através da falha na remocao de debris, mecanismo que pode contribuir para a
ocorréncia de doencas relacionadas a idade. O envelhecimento, fatores de
estilo de vida e o estresse oxidativo podem levar a formacao de depdsitos e/ou
placas detectados pelos receptores de reconhecimento de padréo (RRPs), e o
envolvimento do complemento neste processo € complexo. Durante os
primeiros estagios do inicio da doenga, o complemento tem um papel
importante na depuracdo de debris celulares e consequente prevencao da
progressao da doenca. Uma vez que os destrogos comegam a se acumular e
nao podem ser eliminados de forma eficiente, a ativacao perpétua da cascata
do complemento induz inflamacdo e danos nos tecidos que conduzem a

processos degenerativos (RICKLIN et al., 2016).
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Deficiéncias hereditarias de quase todos os componentes do sistema
complemento e de proteinas reguladoras e receptores tém sido detectadas em
seres humanos. Acredita-se que algumas dessas deficiéncias possam levar as
doencas inflamatorias. O complemento pode ser ativado nos tecidos por meio
dos complexos imunes e de fosfolipideos e proteinas mitocondriais, expostos
apos isquemia tecidual e reperfusdo. Apos a ativagdo nos sitios de injuria
tecidual o complemento causa dano pela deposicdo do MAC e de ligantes
como C4b e C3b, que ativam leucdcitos com receptores de complemento.
Células e tecidos necroéticos ndo apresentam as moléculas regulatorias que
previnem a ativacdo do complemento. Também os complexos imunes podem
nao ser eliminados e o complemento se tornar cronicamente ativado,
promovendo a inflamacao (UTIYAMA et al., 2004).

No LES a ativacdo do complemento por complexos imunes que se
depositam em varios 6rgados esta diretamente ligada a fisiopatogenia da
doenga. Ainda, a deficiéncia homozigotica hereditaria de C1q, C1r, C1s, C4 e
C2 estao fortemente associadas a susceptibilidade ao LES. Outras doencas
mediadas por complexos imunes, como AR, glomerulonefrites e vasculites,
também apresentam mecanismos semelhantes a esses na sua patogenia
(UTIYAMA et al., 2004).

Considerando o papel do complemento na fisiopatogenia das doengas
autoimunes, novos estudos sdo importantes para avaliar a fungdo destas

proteinas na AR.

3.8 FICOLINAS

As ficolinas compreendem uma familia de proteinas que compartilham
estrutura caracterizada por dois dominios principais, um dominio N-terminal do
tipo colageno e um dominio C-terminal do tipo fibrinogénio (FIGURA 6). Em
1991, as ficolinas a e B, os dois primeiros membros dessa familia, foram
isoladas a partir de um fator de crescimento transformador, (TGF)-B1-proteinas
ligantes, de membranas de utero porcino (ICHIJOS et al., 1993).

A primeira ficolina humana isolada do plasma foi a ficolina-L ou ficolina-
2. Qutra ficolina, inicialmente reportada como antigeno Hakata, foi identificada
como uma proteina sérica termolabil que precipitava autoanticorpos de

pacientes com LES. Essa ficolina ficou conhecida como ficolina-H ou ficolina-3.
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Uma terceira ficolina foi identificada em humanos e subsequentemente
nomeada como ficolina-M ou ficolina-1. As ficolinas 1, 2 e 3 sdo codificadas
pelos genes FCN1, FCN2 e FCN3, respectivamente. Essas trés ficolinas séo
capazes de formar complexos com as MASPs e ativar o complemento através
da via das lectinas (FIGURA 7), no entanto, com eficiéncia variavel (GARRED
et al., 2016). Em ratos, duas ficolinas foram identificadas, denominadas A e B.

A ficolina B € homologa a ficolina-1 humana (ENDO et al., 2015).

FIGURA 6. ESTRUTURA MOLECULAR DAS FICOLINAS
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Nesta figura esta representada a estrutura proteica codificada pelos genes FCN71, FCN2 e FCN3. Os
polipeptidios codificados s&o semelhantes consistindo em 4 regides: uma regido N- terminal que contém
dois residuos de cisteina, um dominio tipo colageno com repeti¢cdes variaveis de trigémeos Gly-Xaa-Yaa,
uma regido de ligagdo e um dominio C-terminal tipo fibrinogénio (adaptado de GARRED et al., 2016).



36

FIGURA7. ATIVACAO DA VIA DAS LECTINAS MEDIADA PELAS
FICOLINAS
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(A) O inicio da via das lectinas se da pelo complexo MBL-ficolinas-MASPs. Ao reconhecer os PAMPs em
micrébios através de MBL e das ficolinas, as MASPs ativam C4 e C2 para gerar C4b2a, que por sua vez
ativa C3 para gerar C3b. (B) Via das lectinas: as lectinas (MLB, ficolinas e CL-K1) reconhecem os PAMPs
e desencadeiam o processo de ativagdo do complemento (adaptado de ENDO et al., 2015).

Estudos mostram que as ficolinas possuem distribuicdo tecido-
dependente, sugerindo que suas fun¢des sejam também tecido-especificas. As
ficolinas tém sido extensivamente caracterizadas como PRMs (MATSUSHITA,
2009), sendo que o sitio ligante esta localizado no dominio tipo fibrinogénio. As
trés ficolinas compartilham afinidade comum a compostos acetilados, no
entanto, diferem na especificidade de ligagao a esses compostos (GARRED et
al., 2016), sugerindo que cada ficolina tenha uma fung¢ao especifica (ENDO et
al., 2015).

Cada ficolina € capaz de se ligar a um espectro diferente de
microrganismos, incluindo alguns virus e parasitas. Foi demonstrado que todas
as ficolinas se ligam ao virus da Influenza A (PAN et al., 2012; VERMA et al.,
2012; TAKAHASHI et al., 2013). As ficolinas 2 e a 3 se ligam ao virus das
hepatites e ao Trypanosoma cruzi (ENDO et al., 2015).

Além disso, as ficolinas estdo envolvidas na remocao de células
apoptoticas, necroticas (KURAYA et al., 2005) e de mitocondrias (BRINKMANN
et al.,, 2013), indicando um papel na homeostase endogena. Ainda, estudos
recentes demonstraram que as ficolinas sao capazes de interagir com outras

proteinas além das MASPs, sugerindo assim que elas possam colaborar com
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proteinas efetoras tais como pentraxina 3 e proteina C reativa para amplificar,
modular e regular suas fungdes (ENDO et al., 2015).

Varios polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) ja foram identificados
nos genes das trés ficolinas, sendo a frequéncia de alelos, gendtipos e
haplétipos dependentes das caracteristicas étnicas das popula¢des estudadas.
Essas variagcbes genéticas tém sido verificadas em todas as partes do gene
incluindo a regido promotora, exons e introns. Algumas dessas variantes estéo
relacionadas com a estrutura e fung¢ao das ficolinas e afetam sua concentracao
sérica e capacidade de ligacado aos PAMPs (GARRED et al., 2016).

3.8.1 Ficolina-1

A ficolina-1 humana foi identificada em 1996 e temporariamente
nomeada como proteina P35. Sendo renomeada posteriormente como ficolina
M ou ficolina-1. O gene FCN1 esta localizado no brago longo do cromossomo 9
na posicao 9934, possui 9 exons e expressa um mRNA de 1,4 kb que varia
conforme o tecido em que esta expresso. A organizagao exon-intron desse
gene ¢é altamente conservada. Os dois primeiros exons codificam o peptideo
sinal, a regido N-terminal da proteina madura com dois residuos de cisteina e a
parte N-terminal do dominio tipo colageno. Os quatro ultimos exons codificam o
dominio tipo fibrinogénio (FIGURA 8) (ENDO et al., 2015).

FIGURA 8. ESTRUTURA DO GENE FCN1
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Na figura esta representado o gene FCN71. Os retangulos representam os exons. Os exons 1 e 2
codificam a regido N-terminal, os 2, 3 e 4 o dominio tipo-colageno, os 4 e 5 a regido pescogo e 0s 6, 7, 8
e 9 o dominio tipo-fibrinogénio (adaptado de MASON; TARR, 2015).
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O gene FCN1 é expresso em leucdcitos do sangue periférico, células
derivadas da medula 6ssea e em menor extensdo no baco e no pulméo.
Acredita-se que a ficolina-1 exerca principalmente sua fun¢do durante a
inflamacgéo onde pode ser secretada por mondcitos, macrofagos e granulocitos
(GARRED et al.,, 2016). Essa ficolina encontra-se associada a membrana
celular dessas células provavelmente pela interacdo com acido sialico
(HONORE et al., 2010) e sua concentracdo sérica na circulacdo é baixa (em
média de 1,07 yg/ml) (ENDO et al., 2015).

A ficolina-1 é capaz de se ligar a carboidratos acetilados como N-
acetilglicosamina e N-galactosamina de forma dependente de calcio e do pH e
apresenta capacidade unica, assim como a ficolina-B de ratos, de se ligar ao
acido sialico. Essa ficolina tem capacidade de interagir com uma variedade de
proteinas endogenas nao pertencentes ao complemento. Ha relatos da sua
interagdo com a proteina C reativa, um marcador de fase aguda do processo
inflamatério, através de condicdes fracamente acidas e concentracdes
ligeiramente baixas de Ca®". Essa interacdo ativa tanto a via classica quanto a
via das lectinas, pois a proteina C reativa reconhece uma variedade de ligantes
nos microrganismos iniciando a via classica pela interagao com C1q (ENDO et
al., 2015). Zhang et al., 2010, sugerem que a ficolina-1 encontra-se associada
constitutivamente a um receptor transmembranar, receptor 43 acoplado a
proteina G (GPCR43) de mondcitos em condi¢oes fisioldgicas (FIGURA 9A).
Quando a ficolina-1 reconhece os PAMPs em microorganismos, o GPCR43
ativa a cascata de sinalizagdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) e aumenta a
producdo de IL-8. A leve acidose durante a infecgdo induz mudanca
conformacional da ficolina-1 provocando forte interacdo com a proteina C
reativa (FIGURA 9B). Este evento diminui inversamente a interagao de ficolina-
1-GPCRA43 e, portanto, reduz a produc¢ao de IL-8, impedindo assim o aumento
desnecessario da inflamagao (ZHANG et al., 2010).

Recentemente foi reportado que tanto a ficolina-1 quanto a ficolina-2 sao
capazes de reconhecer a mitocondria, sugerindo assim que a via das lectinas
esteja envolvida na depuracédo homeostatica das mitocondrias liberadas para a
circulacédo (BRINKMANN et al., 2013). Outra funcéo relatada da ficolina-1 é o
fato de se ligar a leucosialina, principal sialoproteina de membrana dos
neutrofilos, também conhecida como CD43. Essa ligagao induz a adeséo dos
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neutrofilos, fato importante no processo inflamatério agudo. Essa fungdo da
ficolina-1, de mediar a adesao de neutrdfilos, pode ser explicada pelo fato da
leucosialina ser uma proteina com propriedades antiaderentes (ENDO et al.,
2015). Ainda, MA et al.,, 2013 relataram que a ficolina-1 € importante para
mediar a remocado de células apoptoéticas e debris celulares através da
interacdo do seu dominio tipo-fibrinogénio com a pentraxina 3. Além disso, foi
verificado que a formacdo de complexo entre a pentraxina 3 e a ficolina-1

regula negativamente a liberagao de IL-8.

FIGURA9. UM MODELO DE INTERAGAO pH-DEPENDENTE DO
COMPLEXO FICOLINA-MASPs COM A PROTEINA C REATIVA E
GPCR43
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(A) Interagdo predominante do complexo ficolina-1-MASP com GPCR43 em pH fisiolégico. Apés a ligagéo
da ficolina-1 ao patégeno alvo, o GPCR43 aumenta a produgao de citocinas via sinalizagdo de NF-kB em
monocitos. (B) Interagdo predominante do complexo ficolina-1-MASP com proteina C reativa em pH
levemente acido. Na ligacdo da ficolina-1 ao alvo, um efeito sinérgico entre a ficolina-1 e a proteina C
reativa aumenta a via da lectina e a via classica (adaptado de ENDO et al., 2015).

3.8.1.1 Polimorfismos no gene FCN1

A analise genotipica do gene FCNT identificou 19 polimorfismos na
regiao promotora e 26 polimorfismos na regido codificadora. Essa analise foi
realizada em amostras de pessoas provenientes da Dinamarca, Japao, Gana,
Mocambique e Argentina. Desses polimorfismos avaliados, verificou-se que 11
deles estdo presentes em todos grupos étnicos incluindo os SNPs -542 da
regiao promotora e o +33 da regido codificadora. Ja 0 SNP -144 nado esta
presente na populagao japonesa e o0 -399 so esta presente nas populagdes
africanas avaliadas. Esse estudo concluiu que as frequéncias genotipicas
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variam entre as populagdes e podem explicar as diferengas genéticas
encontradas entre populagdes relacionadas a determinadas doencas. Além
disso, verificou-se que polimorfismos na regidao promotora podem afetar a
regulagdo do gene e, portanto, alterar a concentracao da proteina codificada
(HUMMELSHOJ et al., 2008).

Munthe-fog et al., 2012, genotiparam os SNPs -1981 (rs2989727), -542
(rs10120023), -144 (rs10117466) e avaliaram sua influencia na expressao da
ficolina-1. Esse trabalho mostrou que os alelos principais de -542G>A
(rs10120023) e -144C>A (rs10117466) estao associados a baixa concentragcéo
de ficolina-1, enquanto os alelos menores estdo associados a alta
concentracdo da proteina. Além disso, a homozigose desses dois SNPs foi
associada ao desfecho fatal de pacientes com inflamac¢ao sistémica (MUNTHE-
FOG et al., 2012).

Ainda, Ammitzboll, et al., 2012, demonstraram associacao de oito SNPs
com concentracdo sérica da ficolina-1. O genodtipo AA do polimorfismo
-144C>A (rs10117466) foi associado a um aumento da concentragdo da
ficolina-1. No entanto, outras muta¢gdes como Ala218Thr (rs148649884) e
Asn289Ser (rs138055828) foram associadas a uma menor concentracao de
ficolina-1. Verificou-se que a mutacdo Ser268Pro (rs150625869) levou a falha
na producédo de ficolina-1 (AMMITZBOLL, et al., 2012). Todavia, até 0 momento
nao foram reportados casos de deficiéncia da ficolina-1 (ENDO et al., 2015).

Ja foi verificado que SNPs no gene FCN1 estao relacionados a doencas
como fibrose cistica, artrite reumatoide, hanseniase e inflamacao sistémica
(ENDO et al., 2015). Cruyssen et al., 2007 relataram que dois SNPs do gene
FCNT1 foram associados ao desenvolvimento da AR em pacientes da Bélgica,
com aumento do alelo A do SNP -1981 (rs2989727) da regido promotora do
gene FCN1 e G do SNP rs1071583 no exon 9. No entanto, outro estudo
realizado na populacido brasileira avaliando esses dois SNPs ndo encontrou
associagao com a AR (ADDOBBATI et al.,, 2016). Ammitzboll et al., 2013,
mostraram que elevada concentragdo de ficolina-1 circulante foi associada a
maior atividade da doenca em pacientes com AR e que 0s niveis basais da
proteina estavam relacionados a baixa atividade da doencga. Pelos resultados
encontrados, os autores sugeriram que a ficolina-1 poderia ser considerado um
biomarcador para a AR (AMMITZB@LL et al., 2013). Esses SNPs foram
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também avaliados em relacéo ao desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 1
(DMT1) em criangas e adolescentes, a qual mostrou seu envolvimento com
protecdo a DMT1 e do SNP rs1071583 com idade precoce de diagnostico
(ANJOSA et al., 2016).

Em pacientes com fibrose cistica, o alelo menor dos dois SNPs da
regiao promotora (rs2989727 e rs1071583) e o exon 9 (GIn275GIn, rs1071583)
do gene FCNT1 foram associados a colonizagdao precoce por P. aeruginosa
(ENDO et al., 2015). Outro estudo relaciona os polimorfismos da ficolina 1 com
a hanseniase (BOLDT et al., 2013).

Em um estudo com pacientes com cancer, a concentracéo de ficolina-1
se mostrou mais baixa em pacientes que desenvolveram infecgdo grave
(AMEYE et al., 2012). Ja a concentracdo de ficolina-1 em plasma e liquido
sinovial de pacientes com AR e osteoartrite foi maior no plasma do que no
liquido sinovial tanto na AR quanto na osteoartrite (AMMITZBOLL, et al., 2012).

3.8.2 Ficolina-3

Essa ficolina foi inicialmente identificada no soro de pacientes com LES,
sendo denominada antigeno Hakata. Atualmente é conhecida como ficolina-3
ou ficolina-H. Codificada pelo gene FCN3 localizado no brago curto do
cromossomo 1 na posigao 1p35.3, expressa 1,3 kb mRNA. O gene FCN3 é
composto por oito exons e é altamente conservado (FIGURA 10) (ENDO et al.,
2015).
FIGURA 10. ESTRUTURA DO GENE FCN3
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Na figura esta representado o gene FCN3. Os retangulos representam os exons. Cada cor
mostra a regido de codificagdo que codifica o respectivo dominio da ficolina. Os nimeros 0 e 1
entre os retangulos representam a fase de insercdo do intron. A letra C representa a posi¢éo
do residuo de cisteina conservado (adaptado de ENDO et al., 2015).
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A ficolina-3 € considerada uma ficolina do tipo plasma/soro, com seus
MRNA presentes no figado e isoformas proteicas produzidas pelas células
epiteliais do ducto biliar e hepatdcitos, secretadas na bile e no soro para a
circulagao sanguinea. Além do figado, essa ficolina também €& expressa no
pulmdo (HUMMELSHOJ et al.,, 2008), pelas células epiteliais bronquicas
ciliadas e pelas células epiteliais alveolares tipo |l sendo secretada no interior
dos brénquios e alvéolos (MATSUSHITA, 2009). A ficolina-3 € a mais
abundante no soro, sua concentragdo meédia € de 25 yg/ml (GARRED et al.,
2016), sendo esta bem superior a de MBL (ENDO et al., 2015).

Foi demonstrado que a ficolina-3 se liga aos seguintes carboidratos: N-
acetilglicosamina (GIcNAc), N-acetilgalactosamina (GalNAc) e fucose
(MATSUSHITA, 2009). Apresentando um espectro de agao diferente das outras
ficolinas, ela é capaz de se ligar ao Aerococcus viridans. Ficolina-3 se liga ao
virus Influenza A e ao parasita Trypanosoma cruzi (ENDO et al., 2015).

Ainda, a ficolina-3 pode se ligar a células apoptoticas e necroticas,
levando a ativagdo do complemento através da via das lectinas. Também é
capaz de se associar a calreticulina (CRT), conduzindo a depuracgéo de células
nao inflamatorias alteradas por fagocitose. Estudos sugerem que esse
mecanismo pode ser muito importante para evitar o desenvolvimento da
autoimunidade desencadeada por autoantigenos provenientes de células
alteradas. A CRT ¢é uma proteina multifuncional identificada em muitas
estruturas celulares como: reticulo endoplasmatico, citoplasma, membrana
celular e matriz extra-celular (ENDO et al., 2015).

Foi verificado também que o anticorpo IgG natural (nlgG) interage com o
dominio tipo fibrinogénio da ficolina-3, em condi¢des de acidose e hipocalcemia
induzidas por infec¢ao ou inflamagao. Dessa forma, o complexo nlgG-ficolina-3
faz a interligacédo entre a imunidade inata e adaptativa (ENDO et al., 2015).

Poucos estudos avaliaram a ficolina-3 na AR. Roy et al., 2013,
compararam plasma de pacientes com AR recente e controles saudaveis e
observaram uma fucosilacao alterada e elevados niveis de ficolina-3, indicando

gue essa possa estar envolvida na AR.
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3.8.2.1 Polimorfismos no gene FCN3

Munthe-fog et al., 2008, observaram que a concentragao de ficolina-3
estava diminuida em pessoas heterozigoéticas para o polimorfismo +1637delC
(rs28357092). No ano seguinte, foi reportado o primeiro caso de deficiéncia de
ficolina-3 congénita, onde o paciente apresentava homozigose para a mutagao
+1637delC (rs28357092). Essa mutagao levou a formacéo de uma ficolina-3
anormal que nao possuia a maior parte do dominio do tipo fibrinogénio, sendo,
portanto, ndo detectada no soro deste paciente, o qual também nao apresentou
atividade do complemento, através da via das lectinas, a partir da ficolina-3.
Esse paciente tinha graves episddios de pneumonia e fibrose pulmonar
(MUNTHE-FOG et al.,, 2009). Outros dois pacientes que também possuiam
deficiéncia de ficolina-3 congénita apresentaram enterocolite necrosante grave.
Esses dados sugerem que a ficolina-3 possa estar envolvida também com a
homeostase do tecido intestinal (ENDO et al., 2015).

Outro estudo avaliou os SNPs +1637delC (rs532781899),
+3524 +3532insTATTTGGCC (rs28362807) e +4473C>A (rs4494157) no gene
FCN3 e as concentragcdoes de ficolina-3 em pacientes com hanseniase. A
conclusao desse estudo foi de que os polimorfismos do gene FCN3 podem
cooperar com um aumento na concentracdo de ficolina-3 contribuindo assim

para a susceptibilidade a infec¢ao pelo M. leprae (ANDRADE et al., 2017).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 COMITE DE ETICA

O presente estudo constitui uma investigacdo de carater
interinstitucional, realizado por meio de uma parceria entre a Faculdade
Evangélica de Medicina do Parana e o Laboratério de Imunopatologia
Molecular da Universidade Federal do Parana. Esse estudo foi aprovado no
Comité de FEtica em Pesquisa da Sociedade Evangélica Beneficente de
Curitiba, cujo numero do parecer € 1.669.709 (ANEXO).

4.2 PACIENTES E CONTROLES
Foram estudados um total de 308 amostras de sangue, compreendidas
em dois grupos: grupo controle - 160 individuos saudaveis (sem AR); e grupo
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de pacientes - 148 individuos com diagndstico de AR. As 160 amostras do
grupo controle foram selecionadas de individuos saudaveis de trés diferentes
locais: sendo 90 do banco de sangue do Hemepar, 28 do Biobanco do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC-UFPR) e 42 de voluntarios
pertencentes a colbnia de Witmarsum. As 148 amostras de pacientes com AR
foram coletadas no Ambulatério de Reumatologia do Hospital Evangélico de
Curitiba.

Os pacientes diagnosticados com AR atenderam a pelo menos 4 dos
critérios estabelecidos pelo Colégio Americano de Reumatologia relacionados a
seguir: 1) rigidez matinal em torno de articulagdes com duragéo de pelo menos
1 hora antes da melhora; 2) incha¢o dos tecidos moles de 3 ou mais areas
comuns observadas por um médico; 3) inchago das articulagdes
interfalangicas, metacarpofalangeanas ou pulso proximais; 4) edema simétrico;
5) nodulos reumatoides; 6) presenga de FR e 7) erosdes radiograficas e/ou
osteopenia periarticular na mao e/ou articulagdes do punho (ARNETT et al.,
1988). Os critérios adotados para diagndstico dos pacientes neste trabalho
foram diferentes dos preconizados na literatura atual pelo motivo de que essas
amostras ja haviam sido coletadas em estudo anterior e naguele momento o
critério utilizado para diagndstico foi 0 acima explicitado.

Todos os pacientes tinham mais de 18 anos e com idade de inicio da
doenga superior ou igual a 16 anos. Ainda, visando a caracterizagdo dos
participantes da pesquisa, foram levantadas as seguintes informagdes: idade,
género, origem étnica, quantificagdo dos marcadores soroldgicos, presenca de
comorbidades, uso do tabaco, ocorréncia de aborto espontaneo, presenca de
nodulos, idade do inicio da doenca, duracido da doenca e classe funcional.

4.3 GENOTIPAGEM

Todas as amostras tiveram seu DNA extraido da camada leucocitaria
utilizando o reagente DNAzol® Genomic DNA Isolation Reagent (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA). As amostras de DNA foram quantificadas
em espectrofotdbmetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Wilmington, USA) e

diluidas a 50 ng/ul e armazenadas a -20°C até a amplificacéo.
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4.3.1 Genotipagem dos polimorfismos no gene FCN1

As amostras de DNA de 148 pacientes e 160 controles foram
genotipadas para os SNPs: rs2989727 (-1981G>A), rs10120023 (-542G>A),
rs17039495 (-399G>A), rs10117466 (-144C>A) na regido promotora e
rs10858293 (+33T>G) no exon 1 do gene FCN71 (FIGURA 11) através de
amplificacéo alélica por PCR sequéncia-especifica (PCR-SSP).

FIGURA 11. SNPs AVALIADOS NO GENE FCN1
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Na figura esta representado o gene FCN1 e indicado a localizagao dos polimorfismos estudados. Quatro
deles estdo presentes na regido promotora do gene que estd representada pelo primeiro retangulo
vermelho e um deles estd localizado no exon1 (primeiro retangulo alaranjado). Os introns estdo
representados pelos tragos em preto (adaptado de AMMITZBOLL et al., 2012).

Trés reagbes de PCR-SSP abrangendo todos os polimorfismos de
interesse e previamente padronizadas foram utilizadas para a genotipagem dos
SNPs de FCN1. Essas reagdes estdo descritas a seguir. Os iniciadores
utilizados nas rea¢des constam na TABELA 2.

O SNP -1981 foi avaliado através dos primers FCNT1_Prom-1981Af e
FCN1_Prom-1981Gf que foram conjugados com o iniciador reverso
FCN1_Prom_r para gerar um fragmento de 729 pb. As condigbes da PCR
foram as seguintes: 0,2 yM de primers iniciadores SSP, 1X de tampao PCR
CoralLoad (Qiagen, Hilden, Alemanha), 0,1 mM MgCl2 (Qiagen, Hilden,
Alemanha), 0,5% de glicerol, 0,2 mM desoxirribonucleosido trifosfato (dNTP)
(Invitrogen, S&o Paulo, Brasil), 0,03 U/uL de Taq polimerase (Invitrogen, S&o
Paulo, Brasil), 0,1 uyg/ml de DNA e agua ultrapura para 15 ul. O protocolo de
amplificacdo comecou com um passo de desnaturacédo de 5 minutos a 94°C,
seguido de 10 ciclos de 20s a 94°C, 30s a 60°C e 30s a 72°C; 10 ciclos de 20s
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a 94°C, 30s a 56°C e 30s a 72°C; 10 ciclos de 20s a 94°C, 30s a 52°C e 30s a
72°C, concluindo com 5 min a 72°C no passo final de extensdo do DNA.

Os SNPs -542 e -144 foram avaliados juntos, através dos primers

FCN1_Prom-542Af e FCN1_Prom-542Gf que foram conjugados com os
primers FCN1_Prom-144Ar e FCN1_Prom-144Cr para gerar um fragmento de
434 pb. As condi¢cdes da PCR foram as seguintes: 0,6 uM de primers
iniciadores SSP, 1X de tampao CoralLoad PCR (Qiagen, Hilden, Alemanha),
0,2 mM MgCI2 (Qiagen, Hilden, Alemanha), 1,5% de glicerol, 0,2 mM de dNTP
(Invitrogen, S&o Paulo, Brasil), 0,03 U/uL de Taq polimerase (Invitrogen, Séo
Paulo, Brasil), 0,1 uyg/ml de DNA e agua ultrapura para 15 ul. O protocolo de
amplificacdo comegou com um passo de desnaturacéo de 5 minutos a 94°C,
seguido de 10 ciclos de 20s a 94°C, 30s a 57°C e 30s a 72°C; 10 ciclos de 20s
a94°C, 30 s a 55°C e 30s a 72°C; 10 ciclos de 20s a 94°C, 30s a 53°C e 30s a
72°C, concluindo com 5 min a 72°C no passo final de extensdo do DNA.
Os SNPs -399 e +33 foram avaliados juntos através dos primers FCN71_Prom-
399Af e FCNT1_Prom-399Gf que foram conjugados com os primers
FCN1_Prom + 33Gr e FCN1_Prom + 33Tr para gerar um fragmento de 470 pb.
As condi¢des da PCR foram as seguintes: 0,4 uM de iniciadores SSP, 1X de
tampédo CoralLoad PCR (Qiagen, Hilden, Alemanha), 0,25 mM de MgCI2
(Qiagen, Hilden, Alemanha), 0,5% de glicerol, 0,2 mM de dNTP (Invitrogen,
Sao Paulo, Brasil), 0,03 U/uL de Taq platinum, 0,1 ug/ml de DNA e agua
ultrapura para 15 pl. O protocolo de amplificacao comecou com um passo de
desnaturacao de 5 minutos a 94°C, seguido de 5 ciclos de 20s a 94°C, 30s a
58°C e 30s a 72°C; 10 ciclos de 20s a 94°C, 30s a 56°C e 30s a 72°C; 15 ciclos
de 20s a 94°C, 30s a 54°C e 30s a 72°C, concluindo com 5 min a 72°C no
passo final de extensdo do DNA.

Cada PCR foi acompanhada de controles negativos, que sdo solugdes
de reacado completas, sem o DNA, e controles de DNA sabidamente positivos
ou negativos para os genotipos procurados. O resultado foi observado apos
corrida eletroforética em gel de agarose a 1,5 % corado com SYBR® Safe
(Invitrogen). Em todos os casos, a genotipagem foi baseada no padréo

eletroforético dos fragmentos amplificados (FIGURAS 12, 13 e 14).
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TABELA 2. SEQUENCIA DE INICIADORES PARA GENOTIPAGEM DE FCN1
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FIGURA 12. PRODUTOS DE AMPLIFICACAO DO POLIMORFISMO
rs2989727 (-1981G>A) DO GENE FCN1
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As bandas de 729 pares de base (pb) correspondem ao produto amplificado do gene FCN1. As bandas
de 500 pb sdo produtos da amplificagcdo do controle endégeno da reacdo, do gene FCN2. O MIX A
contém iniciadores especificos que amplificam o fragmento contendo o alelo adenina do SNP -1981A
(729 pb), e o MIX B contém iniciadores especificos que amplificam o mesmo fragmento (729 pb) contendo
o alelo guanina (-1981G). A amostra AR255 possui genétipo -1981GG e as demais -1981AG.

FIGURA 13.PRODUTOS DE AMPLIFICACAO DOS POLIMORFISMOS
rs10120023 (-542G>A) E rs10117466 (-144C>A) DO GENE
FCN1
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As bandas 434 pb correspondem ao produto amplificado do gene FCN7. As bandas de 1059 pb sdo
produtos da amplificagcdo do controle endégeno da reagéo, do gene MBL2. O MIX A contém iniciadores
especificos amplificam o fragmento contendo o alelo adenina nos dois SNPs avaliados; o MIX B contém
iniciadores especificos amplificam o fragmento contendo o alelo adenina no SNP -542 e o alelo citosina
no SNP -144; por fim, o MIX C contém iniciadores especificos que amplificam o fragmento contendo o
alelo guanina no SNP-542 e o alelo citosina no SNP -144. As amostras possuem 0s seguintes genoétipos:
ARO0B6 -542AG/-144AC, AR20 -542AA/-144AA, AR22 -542GG/-144CC e AR125 -542AG/-144CC.

FIGURA 14. PRODUTOS DE AMPLIFICACAO DOS POLIMORFISMOS
rs17039495 (-399G>A) E rs10858293 (+33T>G) DO GENE FCN1
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As bandas 470 pb correspondem ao produto amplificado do gene FCN1. As bandas de 1059 pb sao
produtos da amplificagcdo do controle endégeno da reagio, do gene MBL2. O MIX A contém iniciadores



49

especificos amplificam o fragmento contendo o alelo adenina no SNP -399 e o alelo timina no SNP +33; o
MIX B contém iniciadores especificos amplificam o fragmento contendo o alelo guanina nos dois SNPs
avaliados; por fim, o MIX C contém iniciadores especificos que amplificam o fragmento contendo o alelo
guanina no SNP-399 e o alelo timina no SNP +33. As amostras possuem os seguintes gendtipos: AR06 -
399GG/+33GT, BS167 e BS184 -399AG/+33TT, AR20 e AR27 -399GG/+33GT e AR25 -399GG/+33GG.

4.3.2 Genotipagem dos polimorfismos no gene FCN3

As amostras dos 148 pacientes e 160 controles foram genotipadas para
os SNPs rs532781899 (+1637delC) do exon 5, rs28362807
(+3524_+3532delTATTTGGCC) do intron 5 e rs4494157 (+4479C>A) do intron
7 do gene FCN3 (FIGURA 15), atraves da amplificagdo alélica por PCR
sequéncia-especifica (PCR-SSP).

FIGURA 15.ESTRUTURA GENICA E POLIMORFISMOS DO GENE FCNS3,
RELACIONADOS AOS DOMINIOS DA PROTEINA

5'UTR
rs28362807
rsd44s4157

FUTR

FCN3

ool
0
o
~
™~
2
0

n

coL FBG

Ficolina 3 ‘

P12V ——

P.T15A w—

p.L117fs

p.E166D
p.V287A

NOTA: o SNP rs532781899 (+1637del) representa uma delegdo que causa uma mudanga no quadro de
leitura; o SNP rs28362807 caracteriza a delegdo ou a insergdo de pares de bases (+3532del ou
+3532TATTTGGCC) e 0 SNP rs4494157 representa uma citosina ou uma adenina (+4479 C ou +4479 A).
LEGENDA: Os exons estdo representados por retangulos numerados em preto, exons que codificam o
mesmo dominio aparecem com cores similares (verde: exon que codifica regidio aminoterminal rica em
cisteina, azul: exon que codifica dominio semelhante a colageno, laranja: exon que codifica o dominio de
fibrinogénio; exon 1 e 8 estdo acrescidos da regido ndo traduzida, em marrom); o exon 4, o qual esta
sublinhado e destacado na cor azul clara é alternativo; os introns estdo indicados com a numeracgao
vermelha e os SNPs investigados estdo apontados em vermelho. Os tamanhos dos exons e introns néo
s&o proporcionais. NCOL: colageno. FBG: dominio de fibrinogénio, UTR: ndo traduzido (BINI et al., 2015).

Duas reacoes de PCR-SSP abrangendo todos os polimorfismos de
interesse e previamente padronizadas foram utilizadas para a genotipagem dos
SNPs de FCN3. Essas reac¢des estdo descritas a seguir. Os iniciadores
utilizados nas rea¢des constam na TABELA 3.
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TABELA 3. SEQUENCIA DE INICIADORES PARA GENOTIPAGEM DE FCN3
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O SNP referente ao exon 5 foi avaliado através do primer FCN3 Exon5_f
que foi conjugado com os primers FCN3 Exon 5 +1637delr e FCN3 Exon
5 +1637Cr para gerar um fragmento de 748 pb. As condi¢bes da PCR foram
as seguintes: 0,7 yM de primers iniciadores SSP, 1X de tampao PCR
CoralLoad (Qiagen, Hilden, Alemanha), 1,5% de glicerol, 0,5 mM de MgCI2
(Qiagen, Hilden, Alemanha), 0,2 mM dNTP (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil), 0,05
U/uL de Taq polimerase (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil), 0,1 uyg/ml de DNA e
agua ultrapura para 15 yl. O protocolo de amplificagcdo comegou com um passo
de desnaturacéo de 5 minutos a 94°C, seguido de 10 ciclos de 20s a 94°C, 30s
a 64°C e 30s a 72°C; 10 ciclos de 20s a 94°C, 30s a 62°C e 30s a 72°C; 10
ciclos de 20s a 94°C, 30s a 60°C e 30s a 72°C, concluindo com 5 min a 72°C
no passo final de extensao do DNA.

Os SNP referentes aos introns 5 e 7 foram avaliados juntos através dos
primers FCN3 Int5_+3524 +3532delf e FCN3 Int5_+3524 +3532TATTTGGCCf
que foram conjugados com os primers FCN3 Int7_+4479Cr e FCN3
Int7_+4479Ar para gerar um fragmento de 984 pb. As condi¢des da PCR foram
as seguintes: 0,2 yM de primers iniciadores SSP, 1X de tampao PCR
CoralLoad (Qiagen, Hilden, Alemanha), 1,5% de glicerol, 0,2 mM (para o MIX1)
e 0,5 mM (para os MIX 3 e 4) de solugéo Q, 0,2 mM dNTP (Invitrogen, S&o
Paulo, Brasil), 0,03 U/uL de Taq polimerase (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil), 0,1
ug/ml de DNA e agua ultrapura para 15 uyl. O protocolo de amplificagao
comegou com um passo de desnaturacado de 5 minutos a 94°C, seguido de 10
ciclos de 20s a 94°C, 30s a 60°C e 30s a 72°C; 10 ciclos de 20s a 94°C, 30s a
58°C e 30s a 72°C; 10 ciclos de 20s a 94°C, 30s a 56°C e 30s a 72°C,
concluindo com 5 min a 72°C no passo final de extensao do DNA.

Cada PCR foi acompanhada de controles negativos, que sdo solugdes
de reacado completas, sem o DNA, e controles de DNA sabidamente positivos
ou negativos para os genotipos procurados. O resultado foi observado apos
corrida eletroforética em gel de agarose a 1,5 % corado com SYBR® Safe
(Invitrogen). Em todos os casos, a genotipagem foi baseada no padréo
eletroforético dos fragmentos amplificados (FIGURAS 16 e 17).
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FIGURA 16.PRODUTOS DE AMPLIFICACAO DO POLIMORFISMO
rs532781899 DO EXON 5, DO GENE FCN3

Mix 1 Del

AR48 ARB5 ARB7 AR213 AR272 AR274 AR228 H20 AR49 ARG5 ARB7 AR213 AR272 AR274 AR228 H20

As bandas 748 pb correspondem ao produto amplificado do gene FCN3. As bandas de 500 pb sdo
produtos da amplificagdo do controle enddégeno da reagao, do gene FCN2. O MIX 1 contém iniciadores
especificos amplificam o fragmento contendo a dele¢do no SNP exon 5; o MIX 2 contém iniciadores
especificos amplificam o fragmento contendo o alelo citosina do SNP exon 5. A amostra AR228 possui o
gendtipo exon5DELC, as demais exon5CC.

FIGURA 17.PRODUTOS DE AMPLIFICACAO DOS POLIMORFISMOS
rs28362807 DO INTRON 5 E rs4494157 DO INTRON 7, DO
GENE FCN3

MIX 1 Del C MIX3InsC MIX 4 Ins A

ARO7 AR12 AR166 AR170 AR244 H20 AR07 AR12 AR166 AR170 AR244 H20 ARO07 AR12 AR166 AR170 AR244 H20

As bandas 984 pb correspondem ao produto amplificado do gene FCN3. As bandas de 431 pb sdo
produtos da amplificacdo do controle endégeno da reacdo, do gene HGH. O MIX 1 contém iniciadores
especificos amplificam o fragmento contendo a delegdo no SNP intron 5 € o alelo citosina no SNP intron
7; o MIX 3 contém iniciadores especificos amplificam o fragmento contendo a insergdo no SNP intron 5 e
o alelo citosina no SNP intron 7; por fim, o MIX 4 contém iniciadores especificos que amplificam o
fragmento contendo a insergao no SNP intron 5 e o alelo adenina no SNP intron 7. As amostras possuem
0s seguintes gendtipos: ARO7 intron5DELDEL/intron7CC, AR12 e AR170 intron5/NSINS/intron7AA,
AR166 intron5DELINS/intron7 CC e AR244 intron5DELINS/intron7CC.

4.4 QUANTIFICACAO DE FICOLINA-1

A concentracdo de ficolina-1 nas amostras controle foi avaliada em outro
trabalho. A quantificacao foi feita por ELISA (SEA786Hu Cloud-Clone Corp,
Texas, USA).

4.5 ANALISE IN SILICO

O banco de dados UCSC Human  Genome  Browser
(http://genome.ucsc.edu) foi utilizado para avaliar se os SNPs de FCN7
estudados teriam potencial para alterar a afinidade de proteinas regulatorias a
regido promotora do gene. A ferramenta utilizada neste banco de dados mostra


http://genome.ucsc.edu
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quais proteinas se ligam a regidao promotora do gene de interesse, bem como o
local de sua ligacao através de resultados de Ensaio de Imunoprecipitacao da
Cromatina. As proteinas sao identificadas através de anticorpos especificos,
enquanto o DNA ¢é avaliado por sequenciamento. Além disso, os dados do
GTEx (Genotype-Tissue Expression) (www.gtexportal.org) foram utilizados para
observar a expressao de mRNA do gene FCN7T com relagdo aos SNPs -

542G>A e -144C>A no sangue total, tecido mamario e adiposo.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas e genotipicas foram determinadas através de
contagem direta e os haplotipos foram inferidos através dos algoritmos EML e
EBL utilizando o programa ARLEQUIM v.3.1. Para avaliar se era possivel
agrupar as amostras de controle provenientes de diferentes origens foi
realizado um teste de diferenciacédo populacional também no programa
ARLEQUIM v.3.1 - Teste Exato de Diferenciacdo de Amostras Baseado em
Frequéncias Genotipicas - de Raymond e Rousset (1995). Para as analises de
associacao foram realizados testes de independéncia entre as variaveis
utilizando-se os testes qui-quadrado com correc¢ao de Yates ou teste de Fisher
bicaudal. Quando apropriado, foi calculado o odds ratio, com intervalo de
confianca de 95%. As comparacdes entre médias foram feitas através do teste
nao-paramétricos Mann-Whitney. Os dados também foram avaliados por
analise de regressao logistica através do programa STATA v.9.2 (StataCorp,
EUA). As covariaveis idade, sexo, etnia, Anti-CCP, RF, habito de fumar e
duracéo da doenca foram incluidas no modelo de regressao logistica quando a
analise univariada apresentou p<0,2. Os valores de Desequilibrio de Ligacao
(DL) entre os SNPs avaliados foram obtidos através do programa Haploview
4.2 (http://broadinstitute.org/haploview/haploview). Valores de p menores que
0,05 foram considerados significativos. Para auxiliar a analise estatistica deste
trabalho foi utilizado o programa “GraphPad Prism — versao 3.0” e Excel.


http://www.gtexportal.org
http://broadinstitute.org/haploview/haploview
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5 RESULTADOS

5.1CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLINICAS DOS PACIENTES
COM AR E CONTROLES

As caracteristicas demograficas, étnicas (autodeclarados) e clinicas dos
pacientes e controles avaliados estao descritas na TABELA 4. Nao houve
diferenga de idade, sexo e etnia entre controles e pacientes.

Os pacientes foram divididos em quatro classes funcionais: |, Il, lll e IV
que indicam a gravidade da doencga. Os pacientes das classes Il e IV foram
agrupados devido ao baixo numero de amostras. A mediana da idade do inicio
da doenca foi de 44 anos (variando entre 16 a 71 anos).

Entre os pacientes, a concentragdo média de Anti-CCP encontrada foi
de 113,92 U/ml e a do FR observada foi de 330,48 U/ml. A frequéncia de
positividade para Anti-CCP (= 20 U/ml) e FR (= 30 U/ml) foi de 76,0% e 70,5%,
respectivamente. A frequéncia de positividade para Anti-CCP foi menor em
pacientes da classe | (67,6%) quando comparados com pacientes da classe |l
(84,7%) (p = 0,0262). Ja a frequéncia de positividade para FR para essas
classes foi 63,4% e 76,3%, respectivamente. Nao houve diferenga estatistica
significativa na analise do FR. Para as classes Ill e IV, a frequéncia de
positividade ficou em 81,25%, tanto para o anti-CCP quanto para o FR.

A presenga de nodulos foi superior nos pacientes da classe Il (10,2%)
em relacdo aos das classes | e Il + IV (4,2% e 6,3%, respectivamente).
Sindrome de Sjogren estava presente em 35,8% e 37,8% dos pacientes Anti-
CCP e FR positivos, respectivamente, enquanto a presenca de doencas
cardiovasculares foi de 7,2% e 5,8% nestes pacientes. Os casos de infeccao
recorrente apresentaram frequéncia de 13,1% e 14,3% pacientes Anti-CCP e
FR positivos, respectivamente. Pacientes com presenca de nodulos tiveram
maior frequéncia de casos de aborto (14,3%) quando comparados com
pacientes Anti-CCP positivo (4,3%) e pacientes com FR positivo (1,2%).
Pacientes com anti-CCP positivo e FR positivo faziam menor uso do tabaco
(39,6% e 37,9%, respectivamente) enquanto que 70% dos pacientes com
presenca de nodulos eram tabagistas. No entanto, nenhuma dessas
caracteristicas avaliadas (Sjogren, presenca de doencgas cardiovasculares,
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infeccdo recorrente, presenca de aborto, tabagismo) atingiu significancia

estatistica.

TABELA 4. CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS DE
PACIENTES COM AR E CONTROLES AVALIADOS

Anti-CCP FR Presenca

Caracteristicas Controles Pacientes (220 U/ml) (230 U/ml) de Nédulos
N”me“’( :;mos"a' 160 148 111 103 10
Idade 493 50,3 51,8 512 50,1
(média)
Sexo
(masc./fem.) (34/125)  (23/123) (17/94) (16/87) (3/7)
Etnia
Afrodescendente 19 36 28 27 4
Euro-descendente 138 109 82 75 6
Indigena 2 1 1 1 0
Oriental 1 0 0 0 0
Sjogren
(ndio/sim) (74/32) (52/29) (46/28) (511)
Doenca
Cardiovascular (138/8) (103/8) (97/6) (10/0)
(n&o/sim)
Infecgao
Recorrente (115/20) (93/14) (84/14) (7/1)
(ndo/sim)
Aborto
(no/sim) (118/5) (90/4) (86/1) (6/1)
Tabagismo
(ndio/sim) (88/58) (67/44) (64/39) (3/7)
Idade de Inijcio da
Doenca (58/88) (42/69) (40/63) (6/4)
(<40 anos/z40 anos)
Classe Funcional | 71 48 45 3
Classe Funcional I 59 50 45 6
Classe Funcional Il 16 13 13 1
elv

NOTA: Dois dos 148 pacientes avaliados ndo possuem informagdes clinicas. LEGENDA: FR: fator
reumatoide; Anti-CCP: anticorpo anti-peptideo citrulinado ciclico;

Quanto ao inicio da doenga, os pacientes da classe | tiveram a doencga
diagnosticada aos 42 anos e da classe Il aos 43 anos de idade. Ja para classes
Il e IV, quase metade dos pacientes (56,3%) teve diagnostico antes dos 40
anos de idade. Todavia, a idade de inicio da doenca nao apresentou

significancia estatistica.
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5.2 POLIMORFISMOS DO GENE FCN1

Foi realizado o teste de diferenciacao populacional e nao foi encontrada
diferenga significativa entre os trés grupos controle coletados, indicando que
poderiam ser agrupados. A distribuicdo genotipica dos SNPs de FCN17 nao foi
diferente da esperada para o equilibrio de Hardy-Weinberg em controles e
pacientes. Alem disso, a frequéncia de gendtipos/alelos dos SNPs avaliados
estava de acordo com a descrita no banco de dados do Ensembl para os
controles, indicando que os resultados de genotipagem sdo confiaveis.

Observamos também que a frequéncia dos genotipos entre amostras de
afro e euro-descendentes nao foi diferente em pacientes e controles. Da
mesma forma, ndo houve diferenga significativa entre pacientes e controles
euro-descendentes assim como entre pacientes e controles afrodescendentes.
Desta forma, as etnias foram agrupadas para as analises de associacao.

A analise de desequilibrio de ligagdo (DL) entre os polimorfismos de
FCN1 indicou que o mais significante DL se observou entre os SNPs
rs10120023 (-542G>A) e rs10117466 (-144C>A), tanto em controles como em
pacientes, como indicado pelos valores de coeficientes de correlacéo (r2) na
FIGURA 18. Uma evidéncia de recombinacado foi encontrada entre o SNP
rs10858293 (+33T>G) do exon 1 e as variantes da regido promotora em
pacientes. O SNP rs17039495 (-399G>A) parece nao estar em DL com os

demais polimorfismos avaliados.

FIGURA 18. DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO ENTRE OS SNPs DE FCN{
AVALIADOS

1

—
=

rs10858293
rs10117466
' 1517039495
rs10120023
152989727
rs10858293
rs10117466
rs17039495
rs10120023
152989727

Block 1 {1 kb)
2 3

Block 1 (2 kh)
1 2

Controles
Pacientes

w

o

O DL foi calculado com base nos dados para controles e pacientes com AR. Os quadrados pretos
representam alto DL, enquanto os brancos representam baixo DL, conforme mensurado pelo r2 entre os
SNPs, valores os quais estdo indicados dentro dos quadrados. A identificacdo e posi¢ao relativa dos
SNPs estéo nas abscissas.
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5.2.1 Associagao de polimorfismos do gene FCN7T com a AR

A TABELA 5 apresenta os resultados de frequéncia genotipica e alélica
dos polimorfismos de FCN17 avaliados. Observou-se que as frequéncias do
genotipo GG e alelo G do SNP -542G>A foram maiores em pacientes que em
controles (p=0,025 OR=1,69 {1,07 - 2,69} e p=0,041 OR=1,47 {1,02 - 2,121},
respectivamente), indicando uma associacdo de risco com a doenga. Além
disso, o gendtipo -144CC também se apresentou mais frequente em pacientes
que em controles, embora apds correcdo por regressao logistica binaria a
significancia foi limitrofe (p = 0,055 OR = 1,57 {0,99 - 2,51). Todos os valores
de significancia foram corrigidos por regresséo logistica binaria.

GENOTIPICAS DOS
EM PACIENTES E

TABELA 5. FREQUENCIAS ALELICAS E
POLIMORFISMOS DO GENE FCN1

CONTROLES
Polimorfismos Controles Pacientes Anti-CCP FR Presenca Controles
da FCN1 (%) (%) (220 U/ml) (230 U/ml) de Nédulos vs.
° ° (%) (%) (%) Pacientes
rs2989727 _ _ _ _ -
1981G>A n=159 n=148 n=111 n=103 n=10
Genotipo
GG 23,9 23,6 20,7 20,4 20,0 ns
AG 44,7 55,4 57,7 60,2 50,0 ns
AA 31,4 21 21,6 19,4 30,0 ns
Alelo
A 53,8 48,6 50,5 49,5 55,0 ns
G 46,2 51,4 49,5 50,5 45,0 ns
rs10120023 _ _ _ _ -
542G>A n=157 n =146 n=109 n=102 n=10
Genotipo
p=0,025
GG 46,5 60,3 55 58,8 50,0 OR=1,69
{1,07 - 2,69}
AG 47,8 34,9 41,3 38,2 40,0 ns
AA 5,7 4,8 3,7 3,0 10,0 ns
Alelo
G 70,4 77,7 75,7 77,9 70,0 p=0,041
OR=1,47
A 29,6 22,3 24,3 221 30,0

{1,02 - 2,12}
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Polimorfismos Controles Pacientes Anti-CCP FR Pres’enga Controles
da FCN1 (%) (%) (220 U/ml) (230 U/ml) de Nédulos vs.
(%) (%) (%) Pacientes
rs_;ggég:A% n=155 n=148 n=111 n=103 n=10
Genotipo
GG 98,7 94,6 94,6 94,2 90,0 ns
AG 1,3 5,4 5,4 5,8 10,0 ns
AA 0 0 0 0 0,0 ns
Alelo
G 99,4 97,3 97,3 97,1 95,0 ns
A 0,6 2,7 2,7 2,9 5,0 ns
rs_mlg::ﬁ n=157 n=146 n=109 n=102 n=10
Genotipo
p=0,055
cc 51 62,3 57,8 61,8 50,0 OR=1,57
{0,99 - 2,51}
AC 43,9 32,9 38,5 35,3 40,0 ns
AA 5,1 4,8 3,7 2,9 10,0 ns
Alelo
C 72,9 78,8 77,1 79,4 70,0 ns
A 27,1 21,2 22,9 20,6 30,0 ns
rs:gggizT% n=155 n=148 n=111 n=103 n=10
Genotipo
GG 49 56,1 50,5 52,4 40,0 ns
GT 43,9 40,5 46,8 44,7 50,0 ns
T 7.1 3,4 2,7 2,9 10,0 ns
Alelo
G 71 76,4 73,9 74,8 65,0 ns
T 29 23,6 26,1 25,2 35,0 ns

NOTA: Valor do intervalo de confianga indicado entre chaves. Dois dos 148 pacientes avaliados nio
possuem informagbes clinicas. LEGENDA: FR: fator reumatoide; Anti-CCP: anticorpo anti-peptideo
citrulinado ciclico; n: numero de individuos; ns: valor de p nao significativo; OR: odds ratio.

Os cinco polimorfismos de FCN1 avaliados resultaram na combinagao
de sete hapldtipos (GGGCG, AAGAT, AGGCG, AAGCT, AAGAG AGACT,
AGGCT). Com a excecdo do haplotipo AGGCT, presente apenas em
pacientes, todos os demais foram observados em pacientes e controles, sendo
que o haplotipo GGGCG foi 0 mais frequente em ambos os grupos. O haplétipo
FCN1 AAGAG foi associado a auséncia de FR (<30 U/ml), (p= 0,0065
OR=0,04173 {0,002-0,8}. Os demais hapldtipos de FCNT né&o foram

significativamente associados a susceptibilidade a AR, classes funcionais e
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apresentacao clinica da doenca. As frequéncias dos haplotipos nos grupos

avaliados estao apresentadas na TABELA 6.

TABELA 6. FREQUENCIA DOS HAPLOTIPOS DE FCN1 EM PACIENTES
COM AR E CONTROLES

Haplétipos Controles Pacientes Anti-CCP FR Presenca FR >30

ds Fcﬁ” o o (220 U/ml) (230 U/ml) de Nédulos vs.

0 0 (%) (%) (%) FR 230 U/ml
n =306 n =292 n=218 n = 204 n=20

GGGCG 45,8 50,7 48,6 50,0 45 ns

AAGAT 25,8 19,9 22 20,6 30 ns

AGGCG 23,5 24,0 23,9 24,5 20 ns

AAGCT 2,6 1,0 1,4 1,5 0 ns
p = 0,0065
AAGAG 1,6 1,4 0,9 0,0 0 OR=0,0417
{0,002 - 0,8}

AGACT 0,7 2,7 2,7 2,9 5 ns

AGGCT 0,0 0,3 0,5 0,5 0 ns

NOTA: Valor do intervalo de confianga indicado entre chaves. Dois dos 148 pacientes avaliados nio
possuem informagbes clinicas. LEGENDA: FR: fator reumatoide; Anti-CCP: anticorpo anti-peptideo
citrulinado ciclico; n: numero de cromossomos; ns: valor de p ndo significativo; OR: odds ratio.

Considerando o alto DL entre os SNPs -542G>A e -144C>A, essas
variantes foram avaliadas em conjunto. Nas TABELAS 7 e 8 estdo descritas as
frequéncias dos genotipos e dipldtipos considerando ambos os SNPs. O
genotipo -542G-144C/-542G-144C e diplotipo -542G;-144C foram associados a
susceptibilidade a AR com maior frequéncia nos pacientes do que em controles
(p=0,025 OR=1,69 {1,07 - 2,69} e p=0,050 OR=1,47 {0,99 - 2,18},
respectivamente), embora, a corre¢do por regressido logistica binaria tenha
enfraquecido a significancia para o diplotipo -542G;-144C. Os demais
genatipos e haplatipos avaliados n&o apresentaram resultados significativos.

As frequéncias de genotipos, alelos e haplétipos de FCNT em pacientes
ainda foram avaliadas quanto a dupla positividade para os anticorpos Anti-CCP
e para o FR, porém nao foram observados valores significativos apos correcao
por regressao logistica (TABELA 9). A ocorréncia de sindrome de Sjogren,
doencas cardiovasculares, infeccdes recorrentes, aborto espontaneo, presenca
de nddulos, assim como o uso do tabaco, idade de inicio da doenga e sua
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duracao também nao apresentaram relacdo com os polimorfismos de FCN1

avaliados.

TABELA 7. EFEITO ADITIVO DOS GENOTIPOS DOS SNPs -542G>A E
-144C>A EM PACIENTES COM AR E CONTROLES

Controles Pacientes ~Nt-CCP FR Presenca  Controles
Gendtipos o o (220 U/ml) (230 U/ml) de N6dulos vs.
" ’ (%) (%) (%) Pacientes

n =157 n =146 n=109 n =102 n=10
-542A-144A/

-542A-144A 51 48 57 29 100 "
Sa2Aqgsc 0P oo 000000 "
Se2onse 45 202828 00 "
-551222-11‘:11%/ 46,5 60,3 55,0 58,9 50,0 8;(:?,2659
{1,07 - 2,69}

NOTA: Valor do intervalo de confianga indicado entre chaves. Dois dos 148 pacientes avaliados nio
possuem informagbes clinicas. LEGENDA: FR: fator reumatoide; Anti-CCP: anticorpo anti-peptideo
citrulinado ciclico; n: numero de individuos; ns: valor de p nao significativo; OR: odds ratio.

TABELA 8. FREQUENCIA DOS DIPLOTIPOS DOS SNPs -542G>A E

-144C>A
Controles Pacientes Anti-CCP FR Presenca Controles
Diplétipos o o (220 U/ml) (230 U/ml) de Nédulos VS.
° ° (%) (%) (%) Pacientes

n =306 n =292 n =218 n =204 n=20

p=0,050
-542G; -144C 69,9 77,8 75,7 77,9 70,0 OR=1,47
{0,99 - 2,18}
-542A; -144A 27,5 21,2 22,9 20,6 30,0 ns
-542A; -144C 2,6 1,0 1,4 1,5 0,0 ns

NOTA: Valor do intervalo de confianga indicado entre chaves. Dois dos 148 pacientes avaliados nio
possuem informagbes clinicas. LEGENDA: FR: fator reumatoide; Anti-CCP: anticorpo anti-peptideo
citrulinado ciclico; n: numero de cromossomos; ns: valor de p ndo significativo; OR: odds ratio.
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TABELA 9. FREQUENCIA DE PACIENTES DUPLO POSITIVOS PARA 0OS
ANTICORPOS ANTI-CCP E FR PARA OS POLIMORFISMOS DE

FCN1
Polimorfismos da FCN1 Duplo Positivo (%) Demais Classes (%)
rs2989727 -1981G>A
GG 19,2 30,8
AG 60,6 46,1
AA 20,2 23,1
rs10120023 -542G>A
GG 55,9 68,6
AG 40,9 23,5
AA 3,2 7,9
rs17039495 -399G>A
GG 94,7 94,2
AG 53 58
AA 0,0 0,0
rs10117466 -144C>A
cC 59,2 68,6
AC 37,6 23.5
AA 3,2 7,9
rs10858293 +33G>T
GG 50 67,3
GT 46,8 28,8
T 3,2 3,9

5.2.2 Concentragao de ficolina-1 em controles

FIGURA 19. CONCENTRAGCAO DE FICOLINA-1 EM RELAGCAO AOS
GENOTIPOS -542 E -144 NO GRUPO CONTROLE
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A concentragao de ficolina-1 foi avaliada em 31 controles, sendo que a
média de ficolina-1 no soro foi de 1208 ng/mL, variando entre 488-2852 ng/mL.
Quando a concentragao de ficolina-1 foi avaliada quanto aos polimorfismos de
FCN1, observamos que 0s genotipos -542GG e -542AG, bem como -144CC e
-144AC, foram associados a menores concentragdes de ficolina-1 quando
comparado aos genotipos -542AA e -144AA, respectivamente (p=0,01 e
p=0,043; p=0,023 e p=0,007, respectivamente), FIGURA 19. Nao foi observada

associacao com os demais SNPs.

5.2.3 Analise in silico

Como os polimorfismos de FCN7 avaliados pertencem a regido
promotora do gene, esses podem estar relacionados a alteragdo na afinidade
de ligagdo de proteinas que atuam na regulagdo do gene, o que poderia
resultar em alteracdo na expressao da ficolina-1. A analise in silico, realizada
através do UCSC Human Genome Browser (http:/genome.ucsc.edu), mostrou
que diferentes proteinas reguladoras como a RNA polimerase I, c-Myc
(homologo ao retroviral v-myconcogene) e MAX se ligam a regido promotora do
gene FCN1, conforme observado pelo ensaio de imunoprecipitagdo da
cromatina (FIGURA 20).

FIGURA 20. ENSAIO DE IMUNOPRECIPITACAO DA CROMATINA
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Representagdo gene FCNT que esta localizado no cromossomo 9. Diferentes proteinas reguladoras se
ligam a regido promotora do gene, séo elas: POLR2A (RNA polimerase Il), MYC (homdlogo ao retroviral
v-myconcogene) e MAX (UCSC HumanGenome Browser). O circulo azul representa a posi¢do do SNP
-542 e o quadrado vermelho, do SNP -144.

Usando o banco de dados do GTEx (Genotype-Tissue Expression)
avaliamos a expressao de mRNA do gene FCNT com relagdo aos SNPs
-542G>A e -144C>A no sangue total, tecido mamario e adiposo
(www.gtexportal.org). Nesses tecidos a concentracdo de mRNA encontra-se
diminuida em amostras com gendtipo -542GG e -144CC em relagdo aos
genaotipos -542AA e -144AA (FIGURA 21), corroborando a hipdtese de que a


http://genome.ucsc.edu
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ficolina-1 deve estar diminuida em pacientes com AR, ja que os gendtipos
-542GG e -144CC foram relacionados a AR.

FIGURA 21. EXPRESSAO DE mRNA DO GENE FCN71 EM DIFERENTES
TECIDOS EM RELAGAO AOS SNPs-542 E -144

Sangue Total -542G>A Sangue Total -144C>A
p = 0,000000074 p = 0,00000011

'.; s - 'w -
L 2 »

g X
Iz 5 &5
GG AG AA C'C A'C AA
n=169 n=156 n=44 n=172 n=154 n=43
Tecido Mamario -542G>A Tecido Mamario -144C>A
p = 0,000000096 p =0,00000066

’ 3
: ) 13

GG AG AA cc AC AA
n=111 n=106 n=234 n=115 n=103 n=33
Tecido Adiposo -542G>A Tecido Adiposo -144C>A
p =0,0000010 p =0,000012
% e % -
L g ! ol :
GG AG AA cc AC AA

n=185 n=157 n=43 n=189 n=157 n=239



64

5.3 POLIMORFISMOS DO GENE FCN3

Foi realizado o teste de diferenciacao populacional e nao foi encontrada
diferenga significativa entre os trés grupos controle coletados, indicando que
poderiam ser agrupados. A distribuigdo genotipica dos SNPs de FCN3 esta de
acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg em controles e pacientes. E a
frequéncia de genotipos e alelos dos SNPs avaliados ndo foi diferente da
descrita no banco de dados do Ensembl para os controles, indicando que os
resultados de genotipagem sao confiaveis. Observamos também que a
frequéncia dos genadtipos entre amostras de afro e euro-descendentes nao foi
diferente em pacientes e controles, bem como entre pacientes e controles
euro-descendentes assim como entre pacientes e controles afrodescendentes.
Portanto, afro e euro-descendentes foram agrupados para as analises de

associagao.

FIGURA 22. DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO ENTRE OS SNPs DE FCN3
AVALIADOS EM PACIENTES COM AR E CONTROLES

) >
2 ~ <D ~
(%] [=] M~ w [=] M~
- ® "] - =) "
P o~ - @ ~N -
0 M~ ji=4 - 7)) ~ L= -+
@ & & e 8 & 3 Z
3 W 8 - = w 8 -
- 4 & 2 @ 2 2
€ 2
S B
(&) Block 1 (0 kb) o Block 1 (0 kb)
1 2 3 1 2 3

O DL foi calculado com base nos dados para controles e pacientes com AR. Os quadrados pretos
representam alto DL, enquanto os brancos representam baixo DL, conforme mensurado pelo r2 entre os
SNPs, valores os quais estdo indicados dentro dos quadrados. A identificagdo e posicao relativa dos
SNPs estéo nas abscissas.

A analise de DL entre os polimorfismos de FCN3 indicou um forte DL
entre os SNPs rs28362807 (g9.3524 3532insTATTTGGCC) no intron 5 e

rs4494157 (g9.4473C>A) no intron 7, tanto em controles e em pacientes
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(FIGURA 22).

Uma evidéncia de recombinacao foi encontrada entre o SNP
rs532781899 (g.1637delC) do exon 5 e as demais variantes.

5.3.1 Associagao dos polimorfismos e haplotipos do gene FCN3 com AR

TABELA 10. FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DOS SNPs DE
FCN3 EM PACIENTES COM AR E CONTROLES

Controles  Pacientes Anti-CCP FR Presencga
FCN3 SNPs /r ac'o/ (220 U/ml) (230 U/ml) de Nédulos
° ° (%) (%) (%)
rs532781899 - - — - =
C>DEL Exon 5 n=160 n=148 n=111 n=103 n=10
Gendtipo
cC 95,6 95,9 95,5 95,1 100
DELC 4.4 4.1 4.5 4.9 0,0
Alelo
C 97,8 98 97,7 97,6 100
DEL 2,2 2 2,3 2,4 0,0
rs28362807 _ _ _ _ _
DEL>INS Intron 5 n=151 n =147 n=110 n=103 n=10
Gendtipo
DELDEL 60,3 50,4 52,7 49,5 60,0
DELINS 324 40,8 37,3 40,8 40,0
INSINS 7,3 8,8 10 9,7 0,0
Alelo
DEL 76,5 70,7 71,4 69,9 80,0
INS 23,5 29,3 28,6 30,1 20,0
rs4494157 _ - - - =
C>A Intron 7 n=151 n =147 n=110 n=103 n=10
Gendtipo
cC 64,2 53,1 54,4 53,4 70,0
CA 28,5 38,8 36,4 37,9 30,0
AA 7,3 8,1 9,1 8,7 0,0
Alelo
C 78,5 72,4 72,7 72,3 85,0
A 21,5 27,6 27,3 27,7 15,0
NOTA: Dois dos 148 pacientes avaliados ndo possuem informagdes clinicas. LEGENDA: FR: fator

reumatoide; Anti-CCP: anticorpo anti-peptideo citrulinado ciclico; n: nimero de individuos.
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N&o encontramos associagao entre os genotipos e alelos do gene FCN3
com valores de Anti-CCP e FR positivos, presenca de nddulos ou
susceptibilidade a AR (TABELA 10). Os trés SNPs de FCN3 avaliados
resultaram na combinag¢ao de quatro haplétipos (C del C, C insA, C ins C e del
del C), observados em controles e pacientes, sendo que o haplotipo C del C foi
o mais frequente em ambos os grupos. As frequéncias dos haplétipos nos
grupos avaliados estdo apresentadas na TABELA 11.

Além disso, os genotipos/alelos e haplétipos de FCN3 avaliados nao
apresentaram relacdo com fatores clinicos como a sindrome de Sjogren,
doencas cardiovasculares, infecgdes recorrentes, aborto espontaneo, uso do

tabaco, idade de inicio e duragao da doenca.

TABELA 11. FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS DOS SNPS DE FCN3 EM
PACIENTES COM AR E CONTROLES

Haplétipos Controles Pacientes Anti-CCP FR Presenca
,ECN:f o o (220 U/ml) (230 U/ml) de Nédulos
° ° (%) (%) (%)
n =302 n =294 n =220 n =206 n=10

Cdel C 74,5 68,7 69,0 67,5 80,0
CinsA 21,5 27,6 27,3 27,7 15,0
CinsC 2,0 1,7 1,4 24 5,0
del del C 2,0 2,0 2,3 2,4 0,0

NOTA: Dois dos 148 pacientes avaliados ndo possuem informagdes clinicas. LEGENDA: FR: fator
reumatoide; Anti-CCP: anticorpo anti-peptideo citrulinado ciclico; n. nimero de cromossomos.

6 DISCUSSAO

A AR ¢é uma doenca altamente incapacitante, os pacientes acometidos
tém sua expectativa de vida significativamente reduzida (TURESSON;
MATTESON, 2009) e aproximadamente 50% deles perdem a capacidade
laboral apos 10 anos do diagnostico da doenca (GOELDNER et al., 2011). O
diagnodstico precoce por meio de marcadores sorologicos € de fundamental
importancia para prevencdo de agravos. Atualmente, os marcadores
sorologicos utilizados no diagnostico séo o FR e o anti-CCP. No entanto, esses
marcadores tém suas limitacdbes e ndo podem ser utilizados para o

monitoramento da atividade da doenca. Assim, exames clinicos, fisicos,
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radiograficos e de avaliagao da limitagao funcional sao utilizados para avaliar a
progressédo da AR (MOTA et al, 2011). Portanto, a busca de novos
conhecimentos tanto para diagndstico quanto para o acompanhamento da
doenca ¢ fundamental.

O sistema complemento € um componente chave da imunidade inata e
desempenha um papel significativo no desenvolvimento e apresentacao clinica
da AR (BELTRAME et al., 2014; GOELDNER et al., 2014). Entre as fun¢des do
complemento estdo a lise de patdogenos, a capacidade de auxiliar na remocéao
de complexos imunes, debris celulares e células apoptoéticas, além de estar
associado a reparacio tecidual. No entanto, o complemento pode ser ativado
inadvertidamente através da falha na remoc¢ao de debris, mecanismo que pode
contribuir para a ocorréncia de doencas relacionadas a idade. Durante os
primeiros estagios do inicio da doenga, o complemento tem um papel
importante na depuracdo de debris celulares e consequente prevencao da
progressao da doenca. Uma vez que os destrogos comegam a se acumular e
nao podem ser eliminados de forma eficiente, a ativacao perpétua da cascata
do complemento induz inflamacdo e danos nos tecidos que conduzem a
processos degenerativos (RICKLIN et al., 2016).

As ficolinas sdo capazes de ativar o complemento através da via das
lectinas. Estudos mostram que elas possuem distribuicdo tecido dependente,
compartilham afinidade comum a compostos acetilados, no entanto, diferem na
especificidade de ligagao a esses compostos (GARRED et al., 2016), sugerindo
que cada ficolina tenha uma funcéo especifica (ENDO et al., 2015). Além disso,
as ficolinas estdo envolvidas na remocao de células apoptoticas (KURAYA et
al., 2005). Um estudo recente mostrou que a ficolina-1 € capaz de reconhecer
mitocondrias (BRINKMANN et al., 2013), enquanto a ficolina B de rato (ortologa
a ficolina-1 humana) reconhece células apoptoticas e necroticas (SCHMID et
al., 2012), indicando que a ficolina-1 também teria um papel na remoc¢éo de
debris celulares e na manuten¢ao da homeostase (GARRED et al., 2016). MA
et al., 2013, observaram que a ficolina-1 é importante para mediar a remocao
de células apoptdticas e debris celulares através da sua interacdo com a
pentraxina 3. Esses dados sugerem um papel das ficolinas na patogénese de

doencas autoimunes.
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Na AR, niveis elevados de ficolina-1 foram associados a maior atividade
da doenca (AMMITZBOLL et al., 2013), enquanto os resultados de associacao
com polimorfismos de FCN7 e AR s&o controversos. Um estudo em pacientes
da Bélgica relatou que dois SNPs da ficolina-1 foram associados ao
desenvolvimento da AR, com aumento do alelo A do SNP -1981 (rs2989727)
da regiao promotora do gene FCN1 e do alelo G do SNP rs1071583 no exon 9
(CRUYSSEN et al., 2007). No entanto, outro estudo realizado na populacéo
brasileira avaliando esses dois SNPs nao encontrou associacdo com a AR
(ADDOBBATI et al., 2016). Essa diferenca provavelmente se deve ao fato de
que as frequéncias genotipicas variam entre diferentes populagdes conforme
relatado por Hummelshoj et al., 2008.

A concentragéo sérica da ficolina-1 esta relacionada a diferentes SNPs
do gene FCN1. O gendtipo AA do polimorfismo -144C>A (rs10117466) foi
associado ao aumento da concentracdo da ficolina-1. No entanto, outras
mutagdes como Ala218Thr (rs148649884) e Asn289Ser (rs138055828) foram
relacionadas a menor concentracido da proteina, sendo que Ser268Pro
(rs150625869) leva a perda da producgéo de ficolina-1 (AMMITZBOLL, et al.,
2012).

O presente trabalho avaliou cinco SNPs do gene FCNT presentes na
regiao promotora e exon 1 do gene, bem como, trés polimorfismos de FCN3.
Todos os SNPs avaliados foram previamente descritos e associados com a
alteragao na expressao proteica de ficolina 1 e 3 (MUNTHE-FOG et al., 2008;
AMMITZBOLL, et al., 2012; ANDRADE et al., 2017). Sendo este o primeiro
trabalho a investigar a relagdo dos SNPs -542G>A, -399G>A, -144C>A e
+33G>T de FCN1 e g.1637delC, g.3524_3532insTATTTGGCC e g.4473C>A
de FCN3 com AR.

Observamos que os genotipos -542GG, -144CC e -542G-144C/-542G-
144C, bem como o alelo -542G do gene FCN1, mostraram-se associados com
a susceptibilidade a AR, porem nao com as classes funcionais ou outras
caracteristicas clinicas da doenca, e o diplétipo -542G;-144C também foi mais
frequente em pacientes do que em controles, embora a corre¢ao por regressao
logistica tenha enfraquecido a significancia. Os valores de associagdo com a
AR foram mais fortes quando o SNP -542 foi avaliado isolado, contudo, diante
do alto valor de DL observado entre as variantes -542 e -144, bem como os
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resultados das analises combinando os SNPs, ndao podemos dispensar a
hipétese de que ambos tenham relagdo com a AR. Uma amostragem maior
seria necessaria para conclusoes definitivas.

Estudos prévios ja apontaram um papel dos SNPs -542G>A e -144C>A
na susceptibilidade a degeneracdo macular relacionada a idade e a
Hanseniase (ANDERSON et al., 2010; BOLDT et al., 2013). BOLDT et al.,
2013, observaram que o alelo -542G esta associado com a susceptibilidade a
Hanseniase, enquanto o alelo -744C mostrou-se relacionado a protecao para a
doenca. Por outro lado, os alelos -542A e -144A foram associados a diminui¢cao
de sobrevida em pacientes com inflamacgao sistémica (MUNTHE-FOG et al.,
2012).

No presente trabalho os genotipos -542GG e -144CC foram associados
a niveis mais baixos de ficolina-1 no soro de controles, enquanto os genotipos
-542AA e -144AA foram relacionados a niveis altos de proteina. Os dados
obtidos através do banco GETx para a expressdao de mRNA de FCNT no
sangue total, tecido mamario e adiposo também apresentaram associacao
nesse mesmo padrdo, corroborando nossos achados. Outros trabalhos
também observaram o mesmo padrao de resultado em amostras de doadores
de sangue (AMMITZBOLL, et al., 2012; MUNTHE-FOG et al., 2012), indicando
um possivel papel funcional para esses dois SNPs.

A analise in silico indicou que diferentes proteinas regulatorias se ligam
a regido onde ocorre os polimorfismos -542G>A e -144C>A. Existem
evidéncias de que pelo menos 11 fatores de transcricdo reconhecem essa
regidao (MUNTHE-FOG et al., 2012; BOLDT et al., 2013). MUNTHE-FOG et al.,
2012, sugeriram que os genotipos -542AA e -144AA poderiam facilitar a ligacao
de certos fatores de transcricdo, o que resultaria na amplificacao da expressao
de FCN1. Assim, considerando nossos resultados e os descritos na literatura,
podemos supor que os genotipos -542GG e -144CC de FCNT1, associados a
susceptibilidade a AR, poderiam resultar em menores concentracdes de
ficolina-1 também no soro dos pacientes com AR. A avalia¢cao da concentragao
de ficolina-1 nesses pacientes em trabalhos futuros podera confirmar esta
hipdtese.

Considerando o papel da ficolina-1 na depuragdo de debris celulares
(SCHMID et al., 2012; MA et al., 2013; BRINKMANN et al., 2013; GARRED et
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al., 2016), pode-se sugerir que baixas concentragbes de ficolina-1 em
pacientes com AR resultam em menor remo¢ao de células apoptoticas bem
como com consequente produgdo de autoantigenos e ativagdo da resposta
inflamatoria. Assim, -542GG e -144CC estariam associados a AR
provavelmente por alterar a expressao de ficolina-1. Baixas concentragdes de
ficolina-1 foram observadas em pacientes com LES (TROLDBORG et al., 2015)
e em pacientes com cancer hematoldgico que desenvolveram infec¢do grave
apos a quimioterapia (AMEYE et al., 2012).

No entanto, a hipotese levantada aqui deve ser interpretada com
cuidado, uma vez que a avaliacao dos niveis de ficolina-1 em pacientes nao foi
realizada. Além disso, niveis elevados de ficolina-1 em pacientes com AR
guando comparado a controles foram observados por Ammitzboll et al., 2013.
Contudo esses pacientes nao foram avaliados quanto aos polimorfismos de
FCN1 (AMMITZBOLL et al., 2013). Dessa forma, estudos futuros com dosagem
de ficolina 1 e avaliacdo dos SNPs -542 e -144 em pacientes com AR poderao
elucidar se essa hipotese esta correta.

Interessantemente, o haplotipo FCN1 AAGAG foi associado a auséncia
de FR (< 30 U/ml), o qual esta relacionado a menor gravidade da doencga
(MOTA et al., 2011). O haplotipo AAGAG apresenta os dois alelos associados
a altas concentragdes de ficolina-1 em controles (-542A e -144A). Esses
resultados estdo de acordo com a hipotese sugerida aqui, de que baixas
concentragbes de ficolina-1 resultam em menor remocédo de ceélulas
apoptoticas, reforcando a hipotese de que a ficolina-1 teria um papel na
depuracao de debris celulares na AR.

Ja os SNPs FCN1 -1981G>A, -399G>A e +33T>G nao se apresentaram
associados a susceptibilidade ou apresentacao clinica da AR, o que nos leva a
sugerir que estas variantes néo estdo envolvidas na patogénese da doenca.
Nossos resultados para o SNP -1981G>A foram divergentes dos encontrados
por Cruyssen, et al., 2007, que observaram associa¢ao entre o alelo -1981A e
a susceptibilidade a AR em pacientes da Bélgica. Recentemente, foi publicado
outro estudo na populagdo brasileira que nao encontrou relacdo significativa
entre o SNP -1981G>A e a AR, confirmando nossos achados (ADDOBBATI et
al., 2016). Além disso, deve se considerar que os resultados discrepantes
podem ser consequéncia de diferentes background étnicos, ja que foi
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demonstrado que as frequéncias genotipicas variam entre as diferentes
popula¢cdées (HUMMELSHOJ et al., 2008).

Com relagao aos polimorfismos de FCN3 avaliados, embora eles tenham
sido previamente associados com susceptibilidade a infec¢coes de repeticao,
bem como com a modulagao da expresséo de ficolina-3 (MUNTHE-FOG et al.,
2009; ANDRADE et al., 2017), nossos resultados indicam que esses ndo estao
associados com a AR. Como a concentracéo de ficolina-3 nao foi avaliada, néo
pode-se excluir a hipétese de associacao. Este foi o primeiro estudo abordando
polimorfismos de FCN3 em pacientes com AR. Portanto, estudos futuros
abordando a ficolina-3 em diferentes populacdes poderao elucidar a questao da

associacao ou nao com a AR.

7 CONCLUSOES

e Observamos uma associacao entre os SNPs do gene FCNT -542G>A e
-144C>A e a susceptibilidade a AR. Os gendtipos -542GG e -144CC
estdo associados a AR provavelmente por impactar na regulagéo da
expressdo do gene, resultando em menor concentracédo de ficolina-1,
refletindo em uma menor remocao de células apoptaticas, producao de
autoantigenos e ativacdo da resposta inflamatéria nestes pacientes. Ja
0os SNPs FCN1 -1981G>A, -399G>A e +33G>T nao se apresentaram
associados com a susceptibilidade ou apresentacao clinica da AR

e Com relagdo aos polimorfismos do gene FCN3, né&o encontramos
associacao com AR. No entanto, a avaliacdo desses polimorfismos é
inédita na literatura.

e Encontramos ainda associacdo entre o haplotipo FCN1 AAGAG e a
auséncia de FR, o qual esta relacionado a menor gravidade da doenga.
Esse resultado reforca a hipotese de que a ficolina-1 teria um papel na
depuracao de debris celulares na AR.

e Portanto, sdo necessarios mais estudos, com maior numero de
amostras, bem como a quantificacdo de ficolina-1 nos pacientes para
confirmar nossos achados. A auséncia de associa¢ao dos polimorfismos
da ficolina-3 com AR sugere que as ficolinas 1 e 3 desempenham

diferentes papéis na doenca.
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relacionada a AR, podem ocorrer quando ha o acimulo desses complexos imunes na circulagédo.
Considerando a alta prevaléncia da AR e seu poder incapacitante, que pode levar a invalidez econdémica e
social, a busca por marcadores preditores da doenga é imprescindivel e pode contribuir para melhor
compreensédo da fisiopatologia da AR, além de possibilitar um diagnéstico precoce e evitar possiveis
complicagdes devido a falta de

tratamento adequado no inicio da doenga. Assim, o presente projeto tem por objetivo buscar marcadores da
imunidade inata que indiquem susceptibilidade ou protegdo a artrite reumatoide em pacientes do
Ambulatério de Reumatologia do Hospital Evangélico de Curitiba.

Metodologia Proposta:
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Serdo estudados no presente projeto um total de 357 amostras de sangue, as quais estarao divididas em
dois grupos: grupo controle - 200 individuos saudaveis (sem AR); e grupo de pacientes - 157 individuos com
diagnostico de artrite reumatéide. As 200 amostras de sangue do grupo controle, ja foram colhidas de
doadores de sangue do Biobanco do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC/UFPR) e
estdo armazenadas no Laboratério de Imunopatologia Molecular do HC/UFPR, conforme aprovagdo do CEP
com o parecer niumero 290.505. As amostras de sangue do grupo de pacientes também ja foram coletadas
no Ambulatério de Reumatologia do Hospital Evangélico de Curitiba, oriundas do

projeto 8520/10 aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Sociedade Evangélica Beneficente de
Curitiba.

Os pacientes diagnosticados com AR atenderam a pelo menos 4 dos critérios estabelecidos pelo Colégio
Americano de Reumatologia relacionados a seguir: 1) rigidez matinal e em torno de articulagées com
duragéo de pelo menos 1 hora antes da melhora; 2) inchago dos tecidos moles de 3 ou mais areas comuns
observadas por um médico; 3) inchago das articulagdes interfalangicas, metacarpofalangeanas ou pulso
proximais; 4) edema

simétrico; 5) nédulos reumatéides; 6) presenga de fator reumatéide e 7) erosdes radiograficas e/ou
osteopenia periarticular na mao e/ou articulagdes do punho (ARNETT et al, 1988).

Além disso, os pacientes tem mais de 18 anos e a idade de inicio da doenga & maior ou igual a 16 anos.
Ainda, visando a caracterizagéo dos participantes da pesquisa, foram levantadas as seguintes informagdes:

idade, género, origem étnica, uso do tabaco, idade do inicio da doenga, duragao da doenga, classe funcional
e presenga de manifestagbes extra-articulares.

Metodologia de Andlise de Dados:

O DNA sera extraido a partir de leucécitos do sangue periférico, empregando método de salting out. As
amostras de DNA serdo quantificadas em espectofotometro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific,
Wilmington, USA) e diluidas a 100 ng/ul e armazenadas a -20°C.

Os polimorfismos de genes do sistema imune serdo determinados com a técnica de amplificagao alélica por
PCR sequéncia-especifica (PCRSSP), em que serao projetados iniciadores de 18-25 nucleotideos para
finalizar no nucleotideo variante da fita-molde. Os iniciadores SSP também devem ser compativeis com um
par de iniciadores genéricos que amplificam o controle endégeno da PCR, que sera padronizada para cada
marcador, e o resultado observado por eletroforese em gel de agarose.

A concentragédo sérica das proteinas que atuam no sistema imune serdo avaliadas atraves de ensaio de
imunoadsorgéo ligado a enzima, ELISA, (Enzime-Linked immunosorbent Assay).
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Quanto a andlise estatistica, as frequéncias alélicas e genotipicas serdo determinadas através de contagem
direta e os haplétipos serdo inferidos através dos algoritmos EML e EBL utilizando o programa Arlequin.
Para as andlises de associagéo serdo realizados testes de independéncia entre as variaveis utilizando-se os
testes qui-quadrado com corregéo de Yates ou teste de Fisher bicaudal. Quando apropriado, sera calculado
0 odds ratio, com intervalo de confianga de 95%. A estatistica descritiva em relagao as concentragdes
plasmaticas avaliadas sera apresentada em mediana e percentis. As comparagdes entre médias serao feitas
através dos testes ndo-paramétricos Mann-Whitney e Kruskal-Wallis. Valores de p menores que 0,05 serdo
considerados significativos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Buscar marcadores da imunidade inata que indiquem susceptibilidade ou protegéo a artrite reumatéide em
pacientes do Ambulatério de Reumatologia do Hospital Evangélico de Curitiba.

Objetivo Secundario:

Investigar associagao entre polimorfismos de genes da imunidade inata e as concentragdes séricas de suas
respectivas proteinas com a susceptibilidade, perfil clinico e gravidade da artrite reumatéide.

Avaliagado dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Essa pesquisa apresenta risco minimo aos pacientes. Todas as amostras a serem avaliadas ja foram
previamente coletadas em projetos anteriores aprovados, como consta no item metodologia. As amostras
estdo identificadas por codigos e os pacientes ndo receberdo nenhum tipo de resultado das anélises, ja que
se trata de uma pesquisa basica para identificagdo de marcadores de susceptibilidade a AR.

Beneficios:

A AR é uma doenga autoimune que afeta aproximadamente 1% da populagdo mundial. No Brasil, a
prevaléncia varia de 0,2 a 1,0% (SILVA, 2013). Por ser uma doenga progressiva e incapacitante, &
imprescindivel a busca por marcadores preditores da doenga. Pesquisas cientificas envolvendo a busca e
identificagdo de marcadores como proposto neste estudo, podem contribuir para um melhor entendimento
da doenga, além de possibilitar um diagnéstico precoce e evitar possiveis complicagdes devido a falta de
tratamento adequado no inicio da doenga. Novas descobertas poderdo contribuir para maior compreensao
da fisiopatologia da AR.
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Comentérios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
N&o ha

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Né&o ha

Recomendagdes:
N&o ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Néo ha

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa da Sociedade Evangélica Beneficente de Curitiba, de
acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo 466/12 CNS, manifesta-se pela aprovagao do projeto
conforme proposto para inicio da pesquisa.

Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatérios semestrais sobre o andamento da pesquisa,
bem como informagdes relativas as modificagées do protocolo, cancelamento, encerramento e destino dos
conhecimentos obtidos.

E dever do CEP acompanhar o desenvolvimento do projeto, por meio de relatérios semestrais dos
pesquisadores e de outras estratégias de monitoramento, de acordo com o risco inerente a pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 27/07/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_740234.pdf 10:49:15
Projeto Detalhado / | Projeto_Detalhado.pdf 08/07/2016 |Cristhine Pieczarka Aceito
Brochura 16:05:14
| Investigador
Folha de Rosto plataforma.pdf 02/07/2016 |Cristhine Pieczarka Aceito

20:38:40
TCLE/Termos de |Comite_de_etica_8520.pdf 02/07/2016 |Cristhine Pieczarka Aceito
Assentimento / 20:37:40
Justificativa de
Auséncia
Declaragéao de Termo_de_concordancia.pdf 02/07/2016 |Cristhine Pieczarka Aceito
Pesquisadores 20:35:18
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Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néo

CURITIBA, 09 de Agosto de 2016

Assinado por:
Carmen Australia Paredes Marcondes Ribas
(Coordenador)
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