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RESUMO

Artrite Reumatoide (AR) é uma doenga autoimune com prevaléncia entre 0.5% a 1% da
populacdo mundial adulta. A etiologia ainda ndo esta completamente esclarecida, porém é
sabido que fatores hormonais, ambientais e imunoldgicos atuam conjuntamente em individuos
com predisposicdo genética. Dentre os fatores genéticos o polimorfismo +874 T/A do gene
Interferon gamma (IFNG) é citado como atuante em diversas doengas autoimunes. Neste
sentido, o objetivo deste trabalho é analisar a relacdo do polimorfismo +874 T/A do gene
IFNG na AR, em uma populacdo do Estado de Pernambuco. A presente pesquisa foi
composta por 127 pacientes e 127 controles saudaveis, dos quais as amostras de sangue
coletadas foram utilizadas para extracdo do DNA. Posteriormente, foi realizada a
amplificacdo do DNA extraido, através da Reacdo em cadeia da polimerase alelo especifica
(PCR-AS). O material amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2%. Os
calculos estatisticos foram realizados utilizando o teste Qui-quadrado e Analise de Variancia.
Os resultados apresentados indicaram que o polimorfismo + 874 T/A do gene IFNG ndo esta
associado ao desenvolvimento da AR, com distribuicdo genotipica (TA X AA)p=0.530e TT
x AA: p =0.416) e frequéncia alélica (p = 0.851). Entretanto, os individuos com genotipos TT
e TA apresentaram indices de atividade da doenca significativamente mais elevados em
comparacdo com os portadores do genotipo AA (DAS28:. p=0.017; CDAI: p=0.021).
Sugerindo que o polimorfismo +874 T/A do gene IFNG pode ser considerado como um

marcador para atividade da doenca AR.

Palavras - chave: Autoimune, polimorfismo, marcador.



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease with prevalence between 0.5% and 1%
of the adult population worldwide. The etiology is still not fully understood, but it is known
that hormonal, environmental and immunological factors act together in individuals with
genetic predisposition. Among the genetic factors, Interferon Gamma (IFNG) +874 T/A gene
polymorphism is cited as acting in several autoimmune diseases. In this sense, the objective
of this work is to analyze the relation of the +874 T / A polymorphism of the IFNG gene in
RA, in a population of the State of Pernambuco. The present study was composed of 127
patients and 127 healthy controls, from which the blood samples collected were used for DNA
extraction. Subsequently, amplification of the extracted DNA was performed, using the allele-
specific polymerase chain reaction (AS-PCR). The amplified material was subjected to 2%
agarose gel electrophoresis. Statistical calculations were applied using Chi-square and
Analysis of Variance. The results indicated that the + 874 T / A polymorphism of the IFNG
gene is not associated to the development of RA, with genotypic distribution (TA X AA: p =
0.530 and TT x AA: p = 0.416) and allelic frequency (p = 0.851). However, individuals with
TT and TA genotypes had significantly higher rates of disease activity compared to the AA
genotype (DAS28: p =0.017; CDAI: p =0.021). Suggesting that the +874 T/A polymorphism

of the IFNG gene can be considered as a marker for RA disease activity.

Key words: Autoimmune, polymorphism, marker.
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1. INTRODUCAO

Doengas Reuméticas autoimunes sdo distdrbios raros, sistémicos e heterogéneos
associados com alta morbidade e mortalidade. Estas patologias sdo causadas por diversos
fatores, dentre eles, encontra-se uma base genética extremamente complexa que, em conjunto
com fatores ndo genéticos, atuam em diferentes graus em cada individuo acometido
(GOLDBLATT; ONEILL, 2013).

A Artrite Reumatdide (AR) é uma das doencas reumaticas autoimunes mais
estudadas. Estd patologia apresenta transtornos sistémicos com uma amplitude de
manifestacdes clinicas de grande espectro (GOLDBLATT; ONEILL, 2013; WAHREN-
HERLENIUS; DORNER, 2013). A AR gera grande impacto socioecondmico em seus
portadores, pois, 0 carater progressivo da doenca leva a perda na produtividade, a auséncias
habituais ao trabalho e a pagamentos de aposentadorias por invalidez para aqueles que perdem
a capacidade total para o trabalho (DE AZEVEDO; FERRAZ; CICONELLI, 2008; LOPEZ-
OLIVO et al.,2012).

Com relacdo ao processo inflamatério na AR, as citocinas possuem um papel
fundamental e séo indicadas como as principais atuantes na destruicdo articular (ASTRY;
HARBERTS; MOUDGIL, 2011), que € caracteristico da AR. O valor das citocinas na
patogénese da AR foi ressaltado através do sucesso no tratamento com anticorpos Anti-fator
de Necrose Tumoral o (Anti —TNF-a) em pacientes. O éxito deste inibidor abriu portas para o
uso de outros inibidores de citocinas pro-inflamatorias (TANEJA, 2015).

Diversas citocinas sdo encontradas em niveis séricos no liquido sinovial de pacientes
com AR, porém, uma delas chamou atencdo, a citocina Interferon gamma (IFN-))
(BACCALA; KONO; THEOFILOPOULOS, 2005; MEYER et al., 2005;AZIZIEH et al.,
2017), devido a seu papel na regulacdo e manutencdo da resposta inflamatoria. Aléem do
mais, a expressdo alterada desta citocina pode influenciar a susceptibilidade e gravidade em
doencas autoimunes (YOUNG; HARDYT, 1995). Em razdo disso, polimorfismos no gene
desta citocina vém sendo indicado como candidato plausivel para influenciar na incidéncia e
gravidade da AR (POKORNY et al., 2001).

Dentre eles, o polimorfismo +874 T/A do gene Interferon gamma (IFNG) vém
ganhando destaque por ter uma sequéncia especifica no alelo T que fornece um local de
ligacdo com fator de transcri¢cdo, Fator nuclear Kappa B (NFK -B) (PRAVICA, 1999),

levando a uma inducdo na expressdo da citocina. Por esta razdo, os alelos T e A
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correlacionam-se com alta e baixa expressao da citocina IFN-,, respectivamente (TIAN et al.,
2011; ALBUQUERQUE et al., 2012).

Este polimorfismo esta relacionado com diversas patologias, tais como, Diabetes
Mellitus tipo 2 (A TSIAVOU et al., 2005), Lupus Eritematoso (SILVA, 2014), Sindrome
Respiratoria aguda grave (CHONG et al., 2006),Cancer Cervical (LIU; SONG; SHI, 2015) e
Tuberculose (WEI et al.,, 2017). No entanto, poucos estudos analisaram a associagdo do
polimorfismo + 874 T/A do gene IFNG com a AR (GARCIA-BERMUDEZ et al.,
2012;ANGELO et al., 2015; MAHMOUD et al., 2016).

Devido ao fato da AR ser uma doenca cronica inflamatdria de carater progressivo, o
seu impacto afeta niveis, ndo s6 individuais do paciente, mas o familiar, profissional, social e
econdmico. Portanto, se faz necessario investigar novos marcadores biologicos para esta
patologia. Neste contexto, um bom candidato a marcador molecular, seria o polimorfismo
+874 T/A do gene IFNG, considerando que este polimorfismo altera a expressao da citocina

IFN-,, resultando em altos niveis desta proteina no liquido sinovial de pacientes com AR.
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1.1. OBJETIVOS
1.1.1. Objetivo geral

e Estudar a relagéo entre o polimorfismo + 874 T/A do gene Interferon gamma
(IFNG) e a Artrite Reumatoide (AR).

1.1.2. Objetivos especificos

e Investigar a contribuicdo do polimorfismo +874 T/A do gene IFNG no

desenvolvimento da AR.

e Analisar a associacdo entre o polimorfismo +874 T/A do gene IFNG e a

atividade da doenga na AR.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1. ARTRITE REUMATOIDE
2.1.1. Aspectos gerais da patologia
Artrite Reumatoide (AR) é uma doenca autoimune sistémica, cronica e progressiva,
que atinge preferencialmente a membrana sinovial das articulaces, podendo levar a um
processo de destruicdo 6ssea e cartilaginosa (Figura 1) (LEE; WEIBLAND, 2001).

Figura 1- Processo inflamatdrio ocorrido na Artrite Reumatoide.

célula de defesa it = ~
——-: citoquinas inchagco, calor

- e wermelhidio

membrana
sinowial

cartilagem

destruida P — 2 6’

- oSS0
destruido

Fonte: http://dicionariosaude.com/artrite-reumatoide/

As articulacGes mais atingidas sdo as sinoviais periféricas, como maos, pés, tornozelos
e punhos. No entanto, joelhos, ombros, cotovelos e quadris também podem ser acometidos
por meio do processo inflamatério Ocasionalmente, as articulagbes temporomandibular,
articulacdes sinoviais da coluna e laringe também podem ser afetadas o que pode dificultar o
diagndstico (HELLMANN; STONE, 2004) (Figura 2).

Figura 2- Deformidades nas mios (aumento do volume) conhecidas como “Pesco¢o de Cisne” e nodulo
reumatoide na articulacdo do cotovelo.

Fonte: Silva et al. (2003)


http://dicionariosaude.com/artrite-reumatoide/
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A patologia pode apresentar-se de forma mais branda, de menor duracéo, até uma
poliartrite progressiva e destrutiva associada a vasculite e a outras manifestaces extra-
articulares (TEHLIRIAN; BATHON, 2008). Os principais sintomas sdo dores e inchacos nas
articulagbes, rigidez e fadiga, resultando na perda na qualidade de vida. Disturbios
relacionados ao sono também sdo frequentes e agravam ainda mais o problema (SARIYILDIZ
et al., 2014). Estudos sugerem que os riscos relacionados ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e Diabetes Mellitus tipo 2 entre os portadores de AR sdo maiores, quando
comparados com a populacdo saudavel (AMAYA-AMAYA et al., 2013; MAHMOUD et al.,
2016). Estas comorbidades indicam que portadores de AR tem sua expectativa de vida
reduzida em comparagdo com a populacdo em geral (SHINOMIYA et al., 2008).

Com relacdo ao tratamento da AR 0s custos sdo bastantes elevados, devido aos
diversos tipos de medicamentos utilizados, que muitas vezes, em alguns pacientes, nao
respondem de forma efetiva. Além das despesas médicas e hospitalares que contribuem
elevando os custos. O carater progressivo da patologia leva a perda na produtividade, a
auséncias habituais ao trabalho e a pagamentos de aposentadorias por invalidez, para aqueles
que perdem a capacidade total para o trabalho (DE AZEVEDO; FERRAZ; CICONELLI,
2008; LOPEZ-OLIVO et al.,2012).

2.1.2. Epidemiologia e dados socios demograficos

Do ponto de vista epidemiologico, a AR tem prevaléncia entre 0.5% a 1% da
populacdo mundial adulta, sendo verificada em todos os grupos étnicos. No Brasil a
prevaléncia da AR € estimada em 0,46% da populacdo. As mulheres sdo mais atingidas que
0s homens e sua ocorréncia é observada entre a quarta e sexta década de vida, no entanto, ha
registros em todas as faixas etarias (MARQUES-NETO et al.,1993; ALARCON,
1995;SENNA et al., 2004).

Em 2012, através de buscas na base de dados do Sistema Informatizado de
Gerenciamento e Acompanhamento dos Medicamentos Excepcionais (SISMEDEX) foram
detectados 1.653 pacientes com AR, cadastrados no Componente Especializado da
Assisténcia Farmacéutica (CEAF) da Secretaria Estadual de Saide de Pernambuco (SES-PE),
0 que corresponde a 0,02%, (ZANGHELINI et al., 2014) de um total de 8.796.448 habitantes
do Estado de Pernambuco (IBGE, 2010).0 percentual de pessoas atingidas pela AR no Estado
de Pernambuco, possivelmente esta subestimado, uma vez que muitas pessoas utilizam redes

particulares de salde e ndo sdo cadastradas na assisténcia farmacéutica.
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2.2. FISIOPATOLOGIA DA ARTRITE REUMATOIDE

Uma andlise mais detalhada da membrana sinovial dos pacientes com AR foi feita e
pdde-se verificar um intenso processo inflamatdrio, caracterizado por hiperplasia do tecido e
modificacdo das células componentes desta membrana, os sinoviécitos. Normalmente a
membrana sinovial € composta por apenas uma camada de tecido, no entanto, quando
inflamada ela pode atingir cerca de dez camadas celulares devido aos macr6fagos
(sinovidcitos tipo A), fibroblastos transformados (sinovidcitos tipo B) e aos produtores de
uma série de mediadores inflamatorios denominados de Interleucinas (ILs). Os principais
mediadores do processo inflamatorio séo as Interleucina 1( IL-1), Interleucina 6 ( IL-6) e 0
Fator de Necrose Tumoral a (TNF o) (SILVA, et al., 2003).

Além destas alteracOes, projecdes do tecido proliferativo penetram na cavidade
articular, invadindo a cartilagem e o tecido dsseo, formando o pannus que € caracteristico da
patologia (FIRESTEIN, 2003). Entre os processos inflamatdrios normais, que em sua forma
exacerbada leva a formacdo do pannus, ocorre a formacao de trés moléculas: a molécula do
Complexo Principal de Histocompatibilidade de Classe Il (MHC), uma proteina e um receptor
do linfécito. A formacgdo de trés moléculas leva o linfocito auxiliar a modificar suas
caracteristicas fenotipicas, comecando assim a propelir ILs estimuladoras da proliferacdo de
macrofagos, tais como Interleucina 2 (IL 2) e Interferon gamma (IFN-,), passando a ser

intitulado de Células T helper tipo 1 (Th1l). Em seguida os processos inflamatérios ocorrem

em varias etapas, com participacdo de varios mediadores, resultando no aparecimento do
pannus (Figura 3) (BRENNAN; MAINI; FELDMANN, 1998).

Figura 3 - Processo evolutivo da Artrite Reumatoide e formagéo do pannus.

Fonte: Fellet e Scotton (2001)
O processo inflamatério que leva ao desenvolvimento do pannus assemelha-se a

apresentacdo de uma proteina, previamente processada e ligada & molécula superficial do
sistema Complexo Principal de Histocompatibilidade de Classe Il, Antigeno Leucocitério

Humano DR beta 1 (HLA-DRBL1), onde através de um macrdfago ou célula dendritica, esta
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apresentacdo € realizada para o linfocito T auxiliar por meio de seu receptor especifico
(SILVA, et al., 2003).

2.3. DIAGNOSTICO E ACOMPANHAMENTO CLINICO

2.3.1. Critérios para o diagnostico

A classificacdo da AR foi baseada especialmente nos critérios elaborados pelo Colégio
Americano de Reumatologia (ACR) criado em 1987 (Quadro 1), este método classificatério
apresenta sensibilidade de 91% a 94% e especificidade de 89% para doenca ja estabelecida.
No entanto, este critério da ACR apresenta limitaces, referente ao diagnéstico inicial da AR,
indicando sensibilidade de 40% a 90% e especificidade de 50% a 90%, pois tais critérios
incluem alteracdes pouco frequentes em individuos com a patologia em fase inicial, como
erosdes e nodulos reumatoides (SARAUX et al.,2001; BANAL et al., 2009).

Quadro 1- Critérios elaborados pelo Colégio Americano de Reumatologia (ACR) de 1987.

Critérios Manifestacgdes Clinicas

1) Rigidez Matinal Rigidez articular com duracdo de pelo menos 1 hora.

2)Artrite em trés ou mais areas | Pelo menos trés areas articulares com edema de partes moles ou

articulares derrame articular, observado pelo médico.

3)Artrite de Articulacbes das méos Acometimento em punhos, interfalangicas proximais e
metacarpofalangicas.

4) Artrite Simétrica Envolvimento simultineo de areas de ambos os lados do corpo.

5) Nodulos Reumatoides Nodulos subcutdneos sobre proeminéncias 6sseas, superficies
extensoras ou em regides justa-articulares.

6) Fator Reumatoide Sérico Positivo Presenca de quantidades anormais do Fator Reumatoide.

7) Alteracbes Radiograficas Eroses ou descalcifica¢des localizadas em de m&os e punhos.

Observac0es: Para classificacdo como Artrite Reumatoide, o individuo deve satisfazer a pelo menos a 4
dos 7 critérios; Os critérios 1 ao 4 devem estar presentes por, no minimo, 6 semanas; Individuos com 2
ou 3 ndo sdo excluidos da possibilidade de desenvolver Artrite Reumatoide no futuro, porém, ndo serao
considerados para inclusdo neste protocolo.

Fonte: Adaptado de Mota et al.(2011) e Bértolo et al. (2009)

Atualmente os reumatologistas reconhecem que com tratamento precoce da AR 0s
pacientes conseguem bons progndsticos. Por este motivo, ha a necessidade de identificacdo da
patologia em fase inicial. Neste contexto, foi criado em 2010 um novo protocolo, realizado
pela ACR em conjunto com a Liga Europeia Contra o Reumatismo (EULAR) (Quadro 2), a
nova abordagem permite a classificacdo da AR em fase inicial (ALETAHA et al., 2010;
FULLER, 2010).
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Quadro 2- Critérios elaborados pelo Colégio Americano de Reumatologia (ACR) e a Liga Europeia contra o
Reumatismo (EULAR) em 2010.

Critérios Pontuacao
A) Acometimento articular (0-5) - Edema ou sensibilidade a palpacdo, podendo ser confirmado por
exames médicos. Excluem-se: Interfangianas distais, primeira carpometacapiana e primeira
tarsometatarsiana.

1 Grande articulacdo (Joelhos, ombros, cotovelos,coxoferomais e tornozelos). 0
2-10 Grandes articulagdes (Joelhos, ombros, cotovelos, coxoferomais e tornozelos). 1
1-3 Articulactes pequenas (Metacarpofalangicas, interfalangicas proximais, segunda 2

a quinta metatarsofalangeanas, interfalangica do halux e punhos). Com ou sem
envolvimento de articulagdes grandes.

4-10 Articulacdes pequenas (Metacarpofalangicas, interfalangicas proximais, 3
segunda a quinta metatarsofalangeanas, interfalangica do halux e punhos). Com ou
sem envolvimento de articulagBes grandes.

>10 ArticulacBes (Com pelo menos uma articulacdo pequena incluida). 5
B) Sorologia (0-3) - O resultado de pelo menos um teste é necessario para classificacdo

Fator Reumatoide negativo e anticorpo antipeptideo citrulinado negativo (Com 0
valores inferiores ou iguais ao limite fornecido pelo laboratério).

Fator Reumatoide positivo fraco ou anticorpo antipeptideo citrulinado positivo fraco 2

(Valores positivos fracos = Até trés vezes o limite positivo fornecido pelo
laboratorio).

Fator Reumatoide fortemente positivo ou anticorpo antipeptideo citrulinado 3
fortemente positivo (Valores fortemente positivos = trés vezes acima do limite
positivo fornecido pelo laboratério)

C) Reagentes de fase aguda (0-1) - O resultado de pelo menos um teste é necessario para a classificacao
Proteina C reativa e Velocidade de Hemossedimentacdo — normal 0

Proteina C reativa ou Velocidade de Hemossedimentacdo — alterado 1

D) Duracao dos Sintomas (0-1) — Refere-se ao relato dos pacientes quanto a duracéo dos sintomas ou
sinais de sinovite (por exemplo, dor, inchaco) nas articulacfes que estdo clinicamente envolvidas no
momento da avaliacdo, independentemente do status do tratamento.

< 6 semanas 0

> 6 semanas 1

Fonte: Adaptado de Goeldner et al., (2011) e Villeneuve.; Nam.; Emery, (2010)

O novo protocolo tem como objetivo identificar dentre os pacientes, 0s que
apresentam um quadro recente de Artrite inflamatoria, os fatores que melhor diferenciam
individuos com alto risco para evolucdo de doenca persistente e erosiva em comparacao com
aqueles que ndo apresentam tais riscos, desta forma, identifica-se pacientes que precisam de
tratamento precoce. Os novos critérios de classificacdo do ACR/EULAR proporcionam uma
melhor identificacdo dos pacientes com AR inicial, podendo também ser visualizada a
evolucdo da doenca. O ramo da reumatologia vem crescendo e descobertas de novos
marcadores moleculares podem contribuir para identificacdo da patologia, resultando em um
diagnostico mais satisfatério e tratamento mais eficaz (VILLENEUVE; NAM; EMERY,
2010).
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2.3.2. Exames laboratoriais

A diagnose da AR é concretizada por meio de achados clinicos e exames
complementares. No entanto, € necessario salientar que nenhum teste isoladamente tem
capacidade de confirmar o diagnostico para patologia (MOTA et al., 2011). As provas de
atividade inflamat6ria como a Velocidade de Hemossedimentacdo (VHS) e a dosagem de
Proteina C reativa (PCR), sdo os marcadores laboratoriais mais aplicados para mensurar a
atividade da AR. Entretanto, a VHS e a PCR apresentam baixa especificidade e variam de
acordo com a idade e sexo. Além disso, a VHS pode sofrer influéncias de diversos fatores,
tais como, os niveis de hemoglobina, gravidez, hipoalbuminemia e hipofibrinogenemia.
(DEVLIN, 1997).

Existem alguns autoanticorpos que atuam como possiveis marcadores para 0
diagnostico da AR, um deles é o Fator Reumatoide (FR) (VISSER, 2005), que possui a
capacidade de reagir com determinados epitopos da porcdo fragmento cristalizavel (Fc) da
Imunoglobulina G (IgG), o FR atua intensamente na patogénese da AR e sua presenga em
niveis altos é associado a doenca agressiva, com nddulos reumatoides e manifestacfes extra-
articulares, sugerindo  prognoéstico desfavoravel para os pacientes (VISSER, 2005;
GOODSON; FARRAGHER; SYMMONS, 2008; NELL-DUXNEUNER et al., 2009).

Embora o FR seja amplamente solicitado para o diagnostico da AR, seus resultados
devem ser analisados cuidadosamente (GOELDNER et al.,2011). Uma vez que, no inicio do
quadro patolégico cerca de 30% a 50% dos pacientes podem ser diagnosticados como
soronegativos para este autoanticorpo, indicando assim sua baixa sensibilidade
(RENAUDINEAU et al., 2005). Sua especificidade também € limitada, ja que o FR também
pode estar presente em pessoas sem artrites (VITTECOQ et al.,, 2003) e ainda pode ser
encontrado em diversas outras condicdes, sendo elas reumatoldgicas ou ndo (WOLFE;
CATHEY; ROBERTS, 1991;VISSER et al., 1996).

Outro marcador muito utilizado sdo os Anticorpos antipeptideos citrulinados ciclicos
(Anti-CCP), estes anticorpos sao produzidos localmente na membrana sinovial inflamada e no
liquido sinovial de pacientes com AR (REPARON-SCHUNT et al.,2001;KINLOCH et al.,
2008).Sendo capaz de reagir com varios tipos de proteinas, tais como, filagrina, profilagrina,
fibrina e vimentia (ALESSANDRI et al., 2008). Este exame possui sensibilidade entre 70% -
75% e especificidade de 95%, sendo bastante utilizado no grupo de pacientes com AR inicial
e FR negativos (RAZA et al., 2005). Visto que, o Anti-CCP pode ser identificado muito
precocemente em pacientes com AR, sua utilidade para o diagnostico e progndstico € bastante
visivel (NISHIMURA et al.,2007).
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2.3.3. Indices de avaliacio da doenca

O indice de atividade da doenca (DAS28) utiliza 28 articulagbes para contagem das
juntas com edemas e dor (PREVOO et al., 1995). Este indice é o mais utilizado para avaliagdo
da atividade inflamat6ria em pacientes com AR, ele é empregado tanto nos ensaios clinicos
como também na pratica diaria. Entretanto, 0 DAS28 exige uma férmula bastante complexa
que inclui raiz quadrada de logaritimo neperiano onde é necessaria a utilizacdo de ferramentas
tecnoldgicas para realizar os célculos. Por essa razdo, foram criados indices mais
compreensiveis, tais como o indice simplificado de atividade da doenca (SDAI) (SMOLEN et
al., 2003) e o indice clinico de atividade de doenga (CDAI) (ALETAHA et al., 2005).

O CDAI apresenta um célculo mais simples, pois ndo € incluido a PCR como ocorre
com o célculo do SDAI, sendo apenas utilizada a soma do numero de juntas dolorosas (28
articulacdes), o numero de juntas edemaciadas (28 articulacdes), a avaliacdo da atividade da
doenca realizada pelo paciente (usando uma escala visual analégica de 0 - 10 cm) e a
avaliacdo da atividade da doenca realizada pelo médico. No entanto, estes indices apresentam
boa correlagéo entre si (SMOLEN et al., 2003; SINGH et al., 2012).

E necessério destacar que a origem étnica dos pacientes pode influenciar nos indices
de avalicdo atividade da doenca, visto que polimorfismos genéticos podem influenciar os
niveis de PCR. Além disso, outros fatores genéticos e culturais podem atuar nas medidas de
atividade da doenca, sendo necessario que estudos referentes ao tema sejam realizados em
populacdes distintas com o objetivo de estabelecer o indice de atividade da doenca mais
adequado para cada populacdo (MEDEIROS et al., 2015).

A investigacdo da qualidade de vida e incapacidade na AR ¢é indispensavel para uma
melhor compreensdo da progressdo da patologia (BRANDAO; FERRAZ; ZERBINI, 1997).
Mesmo em fase inicial a AR pode acarretar impactos significativos na qualidade de vida
relacionada a satde (KOSINSKI et al.,2002).

Diversos instrumentos vém sendo apresentados com o objetivo de avaliar a qualidade
de vida dos pacientes com AR, neles sdo observadas mudancas relacionadas a salde,
averiguacdo do prognostico e o0s riscos ou beneficios de determinadas intervencées
terapéuticas (MASON et al.,1992; WALKER; LITTLEJOHN,2007). O questionario mais
utilizado para analisar estes aspectos é o questionario de avaliacdo de saiude (HAQ) que
também pode incluir o questionario de avaliacdo de saude modificado (mHAQ), o indice de
incapacidade do questionario de avalicdo de saude (HAQ —DI) e o questionério de medidas
genéricas de qualidade de vida (MOS SF-36) (MOTA et al., 2011)
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2.4. ETIOLOGIA DA ARTRITE REUMATOIDE
E uma patologia autoimune multifatorial de etiologia ainda nfo esclarecida
completamente (MACGREGOR et al., 2000), porém € sabido que fatores hormonais,
ambientais e imunoldgicos atuam conjuntamente em individuos com predisposicdo genética
(Figura 4).

Figura 4- Fatores que norteiam a Artrite Reumatoide

Patologia multifatorial

Fatores: Ambientais, Hormonais e Imunoldgicos

Individuo com predisposicdo Genética

O AUTOR (2018)

Estudos realizados ao longo do tempo vém demonstrando que a superposicdo desses
fatores determina o desenvolvimento da doenca, uma vez que o efeito isolado de apenas um
deles nédo ¢ capaz de causar AR (KLARESKOG; WEDREN; ALFREDSSON, 2009).

2.4.1. Fatores hormonais

Estudos demonstram que hd um desequilibrio hormonal entre os sexos onde as
mulheres sdo mais acometidas por doencas autoimunes do que homens, tais como, tireoide,
esclerose maltipla e lGpus, este fato também é verdadeiro para AR onde as mulheres sdo mais
atingidas numa proporc¢do de 3:1 em relacdo aos homens. A explicacdo para este fato ainda
ndo € bem esclarecida, porém é sugerido que fatores genéticos ligados ao x e fatores
hormonais podem estar atuando (SOKKA et al., 2009; VAN VOLLENHOVEN, 2009).

2.4.2. Fatores ambientais

Dentre os fatores ambientais alguns estudos sugerem a influéncia de infeccBes por
microrganismo no aparecimento da AR, os mais estudados sdo os parvovirus,0 virus da
rubéola, o virus Epstein-Barr e as bactérias Proteus mirabilis e a Borrelia Burgdorferi
(ALAMANOS; DROSOS, 2005; TOUSSIROT, ROUDIER, 2008). O tabagismo e
possivelmente outros fatores ambientais estdo envolvidos na producdo de Anti-CCP e ao
desenvolvimento da AR soropositiva (SZODORAY et al.,, 2010;AREND; FIRESTEIN,
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2012). O estresse também ¢é relatado como fator ambiental e pode promover modificacdes
pos-traducionais de proteinas incluindo citrulinagdo via peptidilarginina deiminases
(MCINNES; SCHETT, 2011).

2.4.3. Fatores genéticos

Os fatores genéticos estdo relacionados com a ocorréncia e severidade da patologia,
calcula-se em 60% a contribuicdo genética para o desenvolvimento da AR (NEPOM;BYERS;
SEYFRIED,1989; TURESSON, MATTESON, 2006; TAN, et al.,2010). Estes dados podem
ser comprovados através de estudos realizados em gémeos monozigéticos onde 0s riscos para
desenvolver a doencga sdo de 50%, quando um dos gémeos é acometido pela patologia. A
ocorréncia de AR em grupamentos familiares é bastante comum. Estima-se que o risco de
familiares de pacientes com AR desenvolver a doenca é de 4% para irmdos (ndo gémeos),
4,7% para pais e filhos, 1,9% para familiares de segundo grau. Outro dado é que familiares de
primeiro grau de pacientes com AR na sua forma erosiva possuem mais de 15% de chances de
desenvolver a patologia (NEPOM, BYERS, SEYFRIED, 1989; MACGREGOR et al., 2000;
HARNEY, WORDSWORTH, 2002).

Ao longo do tempo houve um aumento na quantidade de genes associados ao
desenvolvimento da AR, os alelos do Antigeno Leucocitario Humano DR beta 1 (HLA-
DRB1) sdo apontados como a principal associacdo com a doenca, inclusive possuem relacédo
com a forma mais grave da AR (BALSA et al.,2010; STAHL et al.,2010). Outro alelo
descrito pela primeira vez por Stastny (1978) é o Antigeno Leucocitario Humano DR4 (HLA-
DR4), estudos sugerem que ele contribui para susceptibilidade da AR, no entanto, o0s
mecanismos pelo qual este alelo determina a predisposicdo para AR ainda ndo foram bem
esclarecidos (CASTRO-SANTOS; DIAZ-PENA, 2015). Além dos locus (Antigeno
Leucocitario Humano DR beta) HLA-DRB, mais de 46 loci de risco para AR ndo HLA
surgiram a partir de pesquisas de associacdo gendmica ampla (GWAS) e posteriormente
metanalises de conjunto de dados GWAS (STAHL et al., 2010; EYRE et al., 2012).

Estudos realizados em individuos da América Latina investigaram varios loci ligados
a susceptibilidade AR, ja relatadas, em GWAS nas populacbes asiaticas e europeias, com
valores significativamente moderados, incluindo os genes Transdutor de Sinal e Ativador
Transcricional 4 (STAT4), Fator Regulador de Interferon 5 (IRF5), Subunidade Alfa do
receptor de Interleucina 2 (IL2RA), Dominio EVH1 Relacionado ao Sprouty contendo 2
(SPRED2), Ligante de Quimiocina do Motivo 21 (CCL21) e Tirosina Fosfatase néo

Receptora 22 (PTPN22). Além disso, descobriram dois novos genes associados com AR, 0s
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genes Permutador de Disssulfeto-tiol Ecto-NOX 1 (ENOX1) e o gene N-Alfa
Acetiltransferase 25, subunidade Auxiliar NatB (NAA25) (LOPEZ et al., 2013).

2.4.4. Fatores imunoldgicos

A patologia da Artrite Reumatoide (AR) como toda doenca autoimune recebe
influéncias de citocinas que sdo proteinas envolvidas em varios processos imunoldgicos tais
como, estimular a proliferacéo, diferenciacdo e migracao celular, controla a inflamacao local e
sistémica, ativacdo ou desativacdo das respostas inflamatérias e comunicagédo celular (SILVA,
2016). Estudos sugerem que um desequilibrio de citocinas pro-inflamatorias e antiflamatérias,
estdo envolvidos no desenvolvimento de doencas autoimunes (BIEDERMANN; ROCKEN;
CARBALLIDO, 2004).

Com relacdo a AR, muitas citocinas sdo pecas chaves no processo inflamatorio da
patologia. Dentre elas, podemos citar o Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a), a Interleucina 6
(IL 6), a Interleucina 17 (IL 17) e o Interferon gamma (IFN-,) (FIRESTEIN, 2005; GABER
et al., 2013; GHEITA et al., 2015). O IFN-, € uma citocina pleitropica e pro-inflamatéria com
propriedades antiviral e antitumoral, que possui papel importante na AR. Estd proteina é
encontrada no liquido sinovial de pacientes com AR e serve como um marcador de ativacao
de Thl que promovem e amplificam doencas autoimunes (XU et al., 2003; BACCALA;
KONO; THEOFILOPOULOS, 2005;GABER et al., 2013)

Além disso, o IFN-, é a principal ativadora de macréfagos e exerce fungdes
significativas tanto na imunidade inata e adquirida, ativando fagdcitos mononucleares e
células natural Killer (NK) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012).Também tem efeito
direto sobre a inflamacdo aumentando a expressdo de genes do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe | e Il, assim como, a producdo de mediadores
prejudiciais ao tecido, como o TNF-a, proteases, espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico
(FIRESTEIN, 2005) (Figura 5).

A expressdo alterada desta citocina pode influenciar na susceptibilidade e gravidade de
doencas autoimunes (YOUNG; HARDYT, 1995). Aléem do mais, macrofagos ativados pela
citocina IFN-, sdo as principais fontes de citocinas pro-inflamatorias que atuam na
inflamacéo da articulacdo de pacientes com AR (VANDOOREN et al., 2009).
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Figura 5-Sintese de algumas funcdes da citocina Interferon gamma.
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Fonte: ABBAS; LICHTMAN; PILLAI (2012).

2.5. POLIMORFISMO +874 T/A DO GENE INTERFERON GAMMA

Podemos definir polimorfismo como a coexisténcia de mais de uma variante genética
em uma populacdo, sendo denominadas como variante selvagem (sua forma ancestral) e
variante mutante. Os polimorfismos sdo resultantes da heranca de mutacdes genéticas que
assumem gendtipos estaveis em determinadas populacdes e passam a ser denominados desta
forma quando a frequéncia da variante atinge mais de 1% da populacdo (GRIFFTHS, 2008).
A maior parte dos polimorfismos encontrados em citocinas estdo localizados em regides ndo
transcritas dos genes (KEEN, 2002). Assim, polimorfismos nestas regides podem alterar a
expressdo do gene, estimulando ou inibindo sua transcricdo, este fato ira depender dos
elementos regulatorios e do nivel de regulacdo envolvido (HOPKINS, 2003).

O gene Interferon gamma (IFNG) é o responsavel por codificar a citocina IFN-,, este
gene esta localizado no braco longo do cromossomo 12 na posicdo 24.1, possuindo
aproximadamente 5.961 pares de base sendo composto por 4 éxons e 3 introns; contendo um
estimulador ndo especifico dentro do primeiro intron (Figura 6) (YIM ;SELVARAJ, 2010) e
polimorfismos neste gene vém sendo indicado como candidatos plausiveis para influenciar na
incidéncia e gravidade da AR (POKORNY et al., 2001).
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Figura 6- Modelo esquematizado do gene Interferon gamma.
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Fonte: SILVA (2014)

Com relagdo a isso, o polimorfismo +874 T/A do gene Interferon gamma (IFNG)
(Figura 7) tem atraido a ateng&o, pois este polimorfismo esta relacionado com a abundancia
na producdo da citocina IFN-,. Uma vez que, esta localizado dentro de um sitio de ligacéo
com o Fator nuclear Kappa B (NFk-B), o que induz sua expressdo, o NFk -B liga-se
especificamente a sequéncia de DNA que contém o alelo T (PRAVICA et al., 2000). Estudos
demonstram que o Alelo T é associado com alta expressdo e o alelo A correlaciona-se com
baixa producéo de IFN-, (ROSSOUW et al., 2003). Consequentemente os genotipos TT, TA e
AA estdo relacionados com alta, intermediaria e baixa expressdo da citocina IFN-,,
respectivamente (POPADIC et al., 2012).

Figura 7- Esquema mostrando a localiza¢&o dos principais polimorfismos do gene Interferon gamma.
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Fonte: Tso et al. (2005)

Dentre as doencas autoimunes, estudos indicam uma forte associagcdo entre o

polimorfismo +874 T/A do gene IFNG e o desenvolvimento do Lupus Eritematoso (LES) e da
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Parpura Trombocitopénica Idiopatica, também foi mencionado que este polimorfismo pode
estd atuando na gravidade destas patologias (THEOFILOPOULOS et al.,2001;SILVA
2014;LEE; BAE, 2015). Com relacdo a associacdo deste polimorfismo e o desenvolvimento
da AR, no Brasil, apenas um estudo foi realizado no estado de S&o Paulo, e os autores ndo
analisaram a relagdo deste polimorfismo e atividade da doenga (ANGELO et al., 2015).

Além disso, um estudo demonstrou que pacientes com AR possuem maior risco em
deselvolver Diabetes Mellitus tipo 2, estd comorbidade esta intimamente relacionada com o
polimorfismo +874 T/A do gene IFNG. Neste estudo, também foi sugerido que o aumento da
expressdo da citocina IFN-,, correlaciona-se com o Alelo T do polimorfismo +874 do gene
IFNG (MAHMOUD et al., 2016). Outras patologias também foram descritas em outros
estudos e indicou uma associacdo do polimorfismo +874 T/A do gene IFNG e o
desenvolvimento de tais doencas. Dentre elas, podemos citar a Sindrome respiratoria aguda
grave (CHONG et al., 2006), Doencas cardiovasculares (GARCIA-BERMUDEZ et al.,
2012), Cancer cervical (LIU; SONG; SHI, 2015) ,Tuberculose (ASGHARZADEH et al.,
2016;WEI et al., 2017), Infeccdo Intra - Uterina por Hepatite B, Gastrite por Helicobacter
pylori (YU et al., 2006) e infec¢des causadas por Toxoplasma goondii (PEIXE et al., 2014).

Diante do exposto, observa-se a importancia da citocina IFN-, em diversas patologias,
inclusive em doencas autoimunes. E sabido também que polimorfismos nesta citocina podem
alterar sua expressdo. Sabendo disso, € necessaria uma investigacdo do polimorfismo +874
T/A do gene IFNG na AR. Poucos estudos analisaram este polimorfismo como marcador
biomolecular para desenvolvimento e gravidade da doenca. Portanto, este trabalho visa
estudar a relacdo do polimorfismo +874 T/A do gene IFNG e a AR em uma populacdo do

estado de Pernambuco.



30

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. POPULAGAO ESTUDADA E QUESTOES ETICAS

A pesquisa foi composta por um total de 127 pacientes com Artrite Reumatoide (AR)
e 127 controles saudaveis, todos oriundos do Sistema Unico de Saude, no qual realizavam
atendimento no Ambulatério Geral de Reumatologia do Hospital Universitario Oswaldo Cruz,
Universidade de Pernambuco (UPE). Este estudo foi aprovado pelo comité de Etica e
Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), mediante o
protocolo CAAE 43318215.9.0000.5208. Todos os participantes da pesquisa assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido, porém, apenas os pacientes com AR responderam

a um questionario a fim de avaliar o desenvolvimento da patologia.

3.2. CRITERIOS PARA PARTICIPAC}AO DA PESQUISA

Todos os pacientes com AR foram diagnosticados por Médicos Reumatologistas do
Hospital Universitario Oswaldo Cruz—UPE, conforme os critérios exigidos pela Associacdo
Americana de Reumatologia e da Liga Europeia Contra o Reumatismo (ACR/EULAR)
(ARNETT et al., 1988;SMOLEN et al., 2010). No que se refere aos critérios de exclusdo de
doencas autoimunes, todos os controles saudaveis passaram por uma triagem a fim de
diagnosticar qualquer patologia que pudesse influenciar na analise. Também foi questionado o
histérico quanto a doencas autoimunes e infecciosas, além de testes bioquimicos como a

velocidade de hemossedimentacao (VHS) e proteina C reativa (PCR).

3.3. AVALIACOES BIOQUIMICAS E DADOS SOCIOS DEMOGRAFICOS

Os pacientes foram submetidos a avaliacdes clinicas recomendadas pela ACR/EULAR
(ARNETT et al., 1988;SMOLEN et al., 2010), tais como a VHS, PCR, Fator Reumatoide
(FR), indice de atividade da doenca (DAS28), indice clinico de atividade de doenca (CDAI),
questionario de avaliacdo de saude (HAQ) e erosdo Ossea. Os dados socios demogréaficos
coletados indicaram a quantidade e percentual de mulheres e homens, pacientes e controles,
idade média dos pacientes e controles, idade de inicio da AR, guantidade e percentual de
usuarios de tabaco, pacientes que usam medicamentos biolégicos ou bioldgicos mais

metotrexato (MTX) e o tempo de duracdo da patologia.
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3.4. COLETA SANGUINEAE EXTRAC}AO DO DNA
Foram coletados de cada participante da pesquisa 4 ml de sangue venoso, em tubo
contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA), para evitar a coagulacdo sanguinea. A
extracdo do DNA foi realizada com 500l (microlitros) do material biolégico, sendo efetuada
por meio do Kit Wizard Genomic Purification (PROMEGA®), seguindo-se todas as
instrugdes do fabricante. Posteriormente o DNA extraido das amostras bioldgicas, foi

acondicionado em um freezer a - 20 °C e o restante do sangue armazenado a 4 °C.

3.5. AMPLIFICA(;AO DA REGIAO +874 T/A DO GENE INTERFERON GAMMA

A amplificacdo ocorreu através da Reacdo em Cadeia da Polimerase Alelo Especifica
(PCR-AS). Onde os  primers utilizados foram o Forward T  5°-
TTCTTACAACACAAAATCAAATCT-3’, A 5>-TTCTTACAACACAAAATC AAATCT-
3> e Reverse 5-TTCTTACAACACAAAATCAAATCA-3,’com fragmentos esperados na
altura de 261 pares de base (Pb). Os reagentes aplicados foram 2x Master Mix PCR
(PROMEGA ®), 0,5mM (milimolar) de cada primer e agua Milli-Q para um volume final de
10 ul (microlitros). A reacdo ocorreu em um termociclador (BIOCYCLER®), cujo, programa
da PCRc (Reacdo em cadeia da polimerase convencional), ocorreu com as seguintes
caracteristicas de temperatura, tempo e ciclagem: 95 °C durante 5 minutos desnaturacao
inicial, seguido de 20 ciclos de desnaturacdo a 95 °C durante 15 segundos, anelamento a 62
°C por 50 segundos e extensdo a 72°C por 40 segundos, com subsequente 20 ciclos de
desnaturacdo a 95°C durante 20 segundos, anelamento a 56° C por 50 segundos, extensdo a
72°C durante 50 segundos e extensdo final a 72° C por 5 minutos (CARVALHO et al.,2012).

3.6. ELETROFORESE E GENOTIPAGEM
A eletroforese foi realizada em gel de agarose a uma concentracdo de 2,0 % em
tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) com pH=8. Foram adicionados um corante fluorescente
Gel Red (UNISCIENCE®) e um marcador de peso molecular-Ladder (PROMEGA ®) com
fragmentos estimados em 100 pares de altura. As bandas foram visualizadas em um
transluminador com luz ultravioleta, onde os fragmentos possuiam 261 Pb e foram

interpretados com os seguintes perfis genéticos: TT, TA e AA.
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3.7. ANALISES ESTATISTICAS

A distribuicdo genotipica e a frequéncia alélica foram realizadas por meio do teste
Qui-quadrado, observando se as populagdes estdo estatisticamente diferentes. O principio de
equilibrio de Hardy Weinberg (HW) também foi aplicado para todos os grupos. O grau de
associacdo entre o polimorfismo e o desenvolvimento da AR foi calculado através do Odds
Ratio (OR), com intervalo de confianca (IC) de 95%. Para estas analises aplicamos o
programa BioEstat 5.0® e Statistica 8. Em relacdo a gravidade da doenca, utilizamos a analise
de variancia (ANOVA) para investigar a associacdo dos genotipos com a atividade da AR
(DAS28, CDAI e HAQ). Para todos os célculos consideramos p < 0,05 para indicar

significancia.
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4. RESULTADOS
4.1. CARACTERISTICAS DA POPULACAO

A pesquisa foi composta por 96.06% (122) mulheres e 3.94% (5) homens com Artrite
Reumatoide, com média de idade 52.86 +10.33 anos. Com rela¢do a idade de inicio da AR 0s
pacientes indicaram média de 41.85 + 10.18 anos e tempo de duracdo da doenca 11 + 7.88
anos. Cerca de 48,03% (61) estavam utilizando drogas biologicas ou bioldgicas mais
metotrexato (MTX). A erosao 6ssea estava presente em 85.03% (108) dos pacientes e apenas
13,38% (17) eram usuarios de tabaco. Os controles saudaveis foram constituidos por 88.97%
(113) mulheres e 11.02 % (14) homens, com média de idade 47.94 +11.84 anos.

A atividade inflamatéria dos pacientes foi mensurada pelos indices velocidade de
hemossedimentacdo (VHS) 22.48 + 12.79, proteina C reativa (PCR) 5.08 + 10.43, fator
reumatoide (FR) positivo em 44,88% (57), indice de atividade da doenga (DAS28) 3.83
+1.15, indice clinico de atividade de doenca (CDAI) 20.33 £ 10.01 e o questionario de
avaliacdo de satude (HAQ) 1.43 + 0.65, por outro lado, os controles saudaveis apresentaram
PCR 1.17 = 2.45. A tabela 1 apresenta de forma resumida os dados clinicos e socios
demogréaficos de pacientes com AR e controles saudaveis.

Tabela 1-Dados clinicos e socios demograficos da populacdo de pacientes com Artrite Reumatoide e controles
saudaveis.

indices clinicos e sdcios demograficos Pacientes (n=127)  Controles (n =127)
F/M % (n) 96,06(122) / 3,93(5) 88,97(113) /11,02(14)
Idade Média + DP anos 52.86 £ 10.33 47.94 +11.84
Idade de Inicio da AR Média + DP anos 41.85+10.18 N/A

Tempo de duracédo da AR Média + DP 11 +7.88 anos N/A
Medicamentos Biolégicos ou Biolégicos + MTX % (n) 48,03 (61) N/A

Eroséo% (n) 85,03 (108) N/A

Tabagismo % (n) 13,38 (17) 0

VHS Média = DP 2248 +12.79 N/A

PCR Média + DP 5.08 £10.43 1.17+£2.45

FR positivo % (n) 44,88 (57) 0

DAS28 Média =+ DP 3.83+1.15 N/A

CDAI Média £ DP 20.33+10.01 N/A

HAQ Média + DP 1.43+0.65 N/A

F/M=Feminino/Masculino;DP=Desvio Padrdo; NA= Nao aplicavel; MTX=Metotrexato;VHS=Velocidade de
hemossedimentacdo; PCR= Proteina C reativa; FR= Fator Reumatoide; DAS28=Indice de atividade da doenca
28; CDAI= Indice clinico de atividade de doeng¢a; HAQ= Questionario de avaliacdo de salde.

Fonte: O AUTOR (2018)
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4.2. GENOTIPAGEM
A figura 8 apresenta o resultado da amplificacdo em gel de agarose da regido +874
T/A do gene Interferon gamma (IFNG).

Figura 8- Resultado da amplificacdo da regido + 874 do gene Interferon gamma com os padrdes de gendtipos
TAe AA

B1= BRANCOL1; B2=BRANCO 2;M=MARCADOR MOLECULAR DE 100pb
Fonte: O AUTOR (2018)

4.3. DISTRIBUICAO GENOTIPICA E FREQUENCIA ALELICA

Dentre os 127 pacientes com AR, 43.31% apresentavam o0 gendtipo AA, enguanto
que, 45.67% o gendtipo TA e 11.02% possuiam o genotipo TT. Em contrapartida, 40. 94%
dos 127 controles saudaveis possuiam o gendtipo AA, 52.76% o genétipo TA e 6.30% o
gendtipo TT. Segundo a lei Hardy-Weinberg (HWE) o grupo de pacientes estava em
equilibrio com (p=0.824). Entretanto, o grupo de controles ndo estava em equilibrio de acordo
com os principios de HWE com (p=0.024). De acordo com o teste Qui-quadrado a populacéo
de pacientes e controles ndo apresentaram distribui¢do genotipicas estatisticamente diferentes
com p=0.306. Referente a associacdo do polimorfismo +874 T/A do gene IFNG e o
desenvolvimento da AR, ndo foram observadas diferencas estatisticas para o genotipo AA
quando comparados com gendtipo TA (p=0.530) e gendtipo TT (p=0.416). O mesmo foi
constatado para frequéncia alélica com p = 0.851. A tabela 2 apresenta os resultados de forma

resumida.
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Tabela 2- Distribuicdo genotipica e frequéncia alélica do polimorfismo + 874 T/A do gene Interferon gamma em
pacientes com Artrite Reumatoide e controles saudaveis.

+874 T/A do Pacientes PHW Controles PHW OR (I1C 95%) P PX?2
gene IFNG n =127 n =127
Gendtipos 0.306
AA 43.31 %(55) 40.94% (52)
TA 45.67%(58) 52.76% (67) 1.22 (0.73 -2.05)
TT 11.02% (14) 0.824 6.30% (8) 0.024 0.60 (0.23-1.56)

Codominante

TA X AA 0.530
TT x AA 0.416
Alelos
T 0.66% (168) 0.67 % (171)
A 0.34% (86) 0.33 % (83) 0.95 (0.65-1.37) 0.851

PHW = Valor de P do teste de Hardy—Weinberg; OR= Odds Ratio; IC= Intervalo de Confianca; PX? = Valor de
P do teste Qui—Quadrado.

Fonte: O AUTOR (2018)

4.4. ATIVIDADE DA DOENCA

Referente ao indice DAS28 os resultados apontaram média de 4.17+ 0.89 para 0s
portadores do gendtipo TT, ja os pacientes do gendtipo TA indicaram média de 4.09+0.92 e
os portadores do genotipo AA apresentaram média de 3.58+1.07. O presente estudo indicou
um aumento significativo na atividade da doenca para os pacientes portadores do gendtipo TT
e TA em comparacdo com o genotipo AA (F=4.418; p=0.017).

Com relacdo ao CDAI as médias apresentadas foram 22.92+11.63, 22.55+9.33 e
17.71+9.59 para os gendétipos TT, TA e AA, respectivamente. De acordo com os resultados
apresentados houve diferencas significativas entre os genotipos estudados (F=3.98; p=0.021),
onde TT e TA determinaram indices de atividade da doenca mais elevados, quando
comparados com individuos do gendtipo AA.

O HAQ nédo indicou diferencas estatisticas entre 0s genotipos (F=2.84; p=0.062)
indicando uma média para o gendtipo TT de 1.51+0.50, TA média de 1.57+0.64 e o genotipo
AA média de 1.29+0.66. Os graficos 1, 2 e 3 apresentam a distribuicdo genotipica do
polimorfismo +874 T/A do gene IFNG em relacdo aos indices de atividade da doenca
(DAS28, CDAI e HAQ), respectivamente.
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Grafico 1 - Distribuicdo do genctipo do polimorfismo + 874 T/A do gene Interferon gamma em relagdo ao
Indice de atividade da doenca 28.

= P=0.017*
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T TA AA

O AUTOR (2018)

Grafico 2 - Distribuicdo do genétipo do polimorfismo + 874 T/A do gene Interferon gamma em relacdo ao
indice clinico de atividade de doenca.

385

P=0.021*

T TA AA

O AUTOR (2018)
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Gréfico 3 - Distribuicdo do gendtipo do polimorfismo + 874 T/A do gene Interferon gamma em relagdo ao
questionario de avaliacdo de saude.

P=0.062
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O AUTOR (2018)
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5. DISCUSSAO

No presente estudo tipo caso controle, foi avaliada a relagéo entre polimorfismo +874
T/A do gene Interferon gamma (IFNG) e a Artrite Reumatoide (AR), em pacientes do Estado
de Pernambuco. A citocina Interferon gamma (IFN-,) é encontrada no liquido sinovial de
pacientes com AR (BACCALA; KONO; THEOFILOPOULOQS, 2005) e polimorfismos em
seus genes podem ser candidatos plausiveis para influenciar a incidéncia e gravidade da
doenca (POKORNY et al., 2001).

Nesta pesquisa foi analisada a associa¢do do polimorfismo + 874 T/A do gene IFNG
no desenvolvimento da AR. Os dados examinados indicaram que ndo houve nenhuma
diferenca estatistica entre o grupo de pacientes e controles saudaveis. Diante disso, podemos
sugerir que este polimorfismo ndo atua na susceptibilidade da patologia, em nosso grupo de
estudo. Até o momento, apenas uma pesquisa foi realizada com este tema no Brasil
(ANGELDO et al., 2015) e os resultados apresentados foram similares ao nosso. Entretanto,
um estudo realizado por Lee e Bae (2015), indicou uma associacdo do polimorfismo + 874
T/A do gene IFNG e desenvolvimento de duas doencas autoimunes, Lupus Eritematosa e
Purpura Trombocitopénica Idiopatica. Aléem disso, outros estudos demonstraram uma relacéo
deste polimorfismo no desenvolvimento de comorbidades, tais como, Diabetes Mellitus tipo 2
e doencas cardiovasculares, em pacientes com AR (GARCIA-BERMUDEZ et al.,
2012;MAHMOUD et al., 2016).

Com relacdo a atividade da doenca na AR, o indice de atividade da doenca (DAS28) e
o0 indice clinico de atividade da doenca (CDAI) apontaram que 0s pacientes com 0s genotipos
TT e TA apresentaram indices de atividade da doenca superiores, o que indica que 0S
gendtipos TT e TA expressdo quantidades mais elevadas da proteina IFN-y, quando
comparados com individuos com o gendtipo AA. Sugerindo que os portadores do gendtipo
AA expressao baixas quantidades da citocina IFN-y. Ja a analise do Questionario de avaliacdo
de saude (HAQ) ndo apontou resultados estatisticamente significativos. Os resultados
encontrados nesta pesquisa estdo de acordo com o0s achados em outros estudos, onde €
relatado que o alelo A possui correlagdo com menores taxas de expressao da citocina IFN-y e
o alelo T com maiores taxas de expressdo desta citocina (PRAVICA et al., 1999; BREAM et
al., 2002; WEI et al., 2017).

Ainda com relacdo a atividade da doenga, um estudo conduzido por Mahmoud et al.
(2016) indicou altos niveis da citocina IFN-, em pacientes com AR e significativamente
correlacionados com o indice Proteina C reativa (PCR).Por outro lado, relatos de pesquisas

anteriores demonstraram uma correlacdo entre os niveis elevados da citocina IFN-, e o indice
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DAS28 e o indice simplificado da atividade da doenca (SDAI) (MILMAN; KARSH;
BOOTH, 2010; PAVLOVIC et al., 2014).Estes resultados sé&o semelhantes aos apontados
neste estudo, pois indicam que o polimorfismo +874 T/A do gene IFNG esta associado a
gravidade da patologia AR.

Através destes resultados, podemos presumir que o polimorfismo +874 T/A do gene
IFNG pode esta correlacionado com atividade da doenca na AR. Visto que, altos niveis de
IFN-, pode aumentar a ativacdo de macréfagos, elevando o processo inflamatorio e
consequentemente ampliando a gravidade da doenca. No entanto, devido as diferengas étnicas
das populacdes estudadas é necessaria a realizagdo de estudos populacionais com o intuito de

estabelecer indices de atividade da doenga mais adequando para cada populagéo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Em sintese, a presente pesquisa sugere que o polimorfismo +874 T/A do gene
Interferon gamma (IFNG) ndo estd relacionado com o desenvolvimento da Artrite
Reumatoide (AR), em pacientes do Estado de Pernambuco. Entretanto, é observado que este
polimorfismo pode exercer um papel como marcador bioldgico para atividade da doenga.
Porém, é necessario que mais estudos sejam realizados com a finalidade de comprovar estes

resultados.
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