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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca inflamatéria, crénica e autoimune com
manifestacbes articulares e sistémicas, e atinge cerca de 1% da populacdo
mundial. Fatores genéticos, ambientais e imunol6gicos estdo envolvidos na sua
patogénese. Assim, investigamos a possivel associacdo entre polimorfismos de
base unica (SNP): IL-6 (rs180079518), IL-12B (rs3212227) IL-17A (rs2275913),
IL-17F (rs763780), IL-18 (rs549908), IL23R (rs10889677), TNF-a (rs1800629),
IFN-y (rs2430561), com caracteristicas clinicas e susceptibilidade a AR. Para tal,
realizamos um estudo de caso-controle com 90 pacientes e 189 controles
saudaveis. A genotipagem foi realizada através da reagédo de polimerizacdo em
cadeia - polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (PCR-RFLP).
Nossos resultados mostraram que a média de inicio da doencga foi de 45 anos
com predominancia feminina (9:1). A atividade da doenca estava aumentada em
50% dos pacientes, enquanto 71% e 65% foram positivos para o fator reumatoide
(FR) e para o anticorpo contra peptideos citrulinados ciclicos (anti-CCP),
respectivamente. Observamos associacdo entre o0 risco para AR com
polimorfismos nos genes IL-18 (OR=3.77, p<0.0001) e IL-23R (OR=3.46,
p<0.001). Além disso, foi observada também associacao entre SNPs nos genes
IL-17F com DAS28 (OR=5.44, p=0.031), IL-6 com FR (OR=4.47, p=0.0038) e anti-
CCP (OR=3.91, p=0.0057). Nosso estudo mostrou associacdes entre
polimorfismos em genes de importantes citocinas envolvidas na AR com a sua
susceptibilidade e caracteristicas clinicas desta doenca na populagédo do interior
do Estado de S&o Paulo, Sudeste do Brasil.

Palavras chaves: Artrite Reumatoide; Citocinas; SNPs; Inflamacéo.
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ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory autoimmune disease with
articular and systemic manifestations and affects about 1% of adults worldwide.
Genetic, environmental and immunological factors are observed in the
pathogenesis of this disease. Thus, our study investigated the possible association
between single nucleotide polymorphisms (SNP): IL-6 (rs180079518), IL-12B
(rs3212227) IL-17A (rs2275913), IL-17F (rs763780), IL-18 (rs549908), IL23R
(rs10889677), TNF-a (rs1800629), IFN-y (rs2430561), with the clinical features
and RA susceptibility. For this, we conducted a case-control study with 90 patients
and 189 healthy controls. Genotyping was performed by Polymerase chain
reaction - restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP). Our results
showed that the onset of RA had a mean age of 45 years with predominance of
women (9:1). About 50% of RA patients had high degree of disease activity, while
71% and 65% were rheumatoid factor (RF) and anticitrullinated protein antibodies
(ACPA) positive, respectively. It was observed associated between the risk of
rheumatoid arthritis and the polymorphisms in genes IL-18 (OR=3.77 (IC=2.01-
7.05), p<0.0001) and IL-23R (OR=3.46 (IC=1.96-6.09), p<0.001). Furthermore,
was observed relationship of the SNPs in genes, IL-17F with DAS28 (OR=5.44
(IC=1.29-22.85) and IL-6 with RF (OR=4.47 (IC=1.69-11.79), p=0.0038) and
ACPA (OR=3.91(IC=1.56-9.78), p=0.0057). Our study presents evidence of
associations between polymorphisms in genes of important cytokines involved in
RA with susceptibility to RA and their clinical characteristics in population in the
state of S&o Paulo, Southeastern Brazil.

Key words: Rheumatoid Arthritis; Cytokines; SNPs; Inflammation.
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1. Introducéo

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, crbénica e inflamatoria,
com manifestacbes articulares e sistémicas, caracterizada principalmente pela
presenca de sinovite crbnica, simétrica e erosiva. Embora de etiologia
desconhecida, representa a artrite inflamatdria mais encontrada, atingindo
aproximadamente 1% da populacdo mundial, enquanto no Brasil, estudos indicam
uma prevaléncia da AR em adultos variando de 0,2% a 1%, dependendo da
regido geografica. A AR ocorre com maior frequéncia em mulheres (trés mulheres
para cada homem) com idade que varia entre 40-60 anos. Sendo uma doenca de
patogénese multifatorial, onde varios fatores e genes estdo envolvidos no seu
desenvolvimento, o fator genético € muito importante, como mostrado em varios

estudos de recorréncia familiar da doenca.

Durante o processo patolégico € comum o aparecimento de edemas,
hiperemia, malformacdes e dores, carax’cteristicas clinicas inflamatorias, que
contribuem para que os individuos com artrite desenvolvam incapacidade para
realizacdo de suas atividades, tanto de vida diaria quanto profissional, além da
reducdo da expectativa de vida. Deste modo, a doenca representa atualmente
um importante problema de saude publica, como destacado por pesquisas que
indicam que os gastos oriundos da AR ultrapassam 1 bilhdo de délares anuais
nos Estados Unidos da América. Posto isso, o diagnéstico precoce e o inicio
imediato do tratamento sdo extremamente importantes para a redugcéo do impacto

na qualidade de vida do paciente e prejuizos sociais.

Dentre os fatores genéticos e imunoldgicos presentes no desenvolvimento
desta doencga, podemos citar polimorfismos funcionais em genes de citocinas, que

podem ser responsaveis por alterar a funcionalidade de tais moléculas ou seus
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niveis seéricos, achado clinico comum na AR. Citocinas sdo proteinas chave na
resposta imunoldgica, produzidas por varias células inflamatorias e responsaveis
por estimular a proliferacdo, diferenciacdo e migracao celular, além de controlar a
inflamacédo local e sistémica, comunicacdo celular, ativacdo ou desativacdo da
resposta inflamatéria e outras funces. Deste modo, para melhor compreensao
dos mecanismos que as citocinas apresentam no desenvolvimento da AR e
auxilio nas pesquisas que busquem efeitos contra a AR, estudos genéticos
envolvendo a participacdo de citocinas na sua patogénese sdo cada vez mais
frequentes, pois essas moléculas atuam fortemente na resposta inflamatoria

presente na doenca.

Véarios estudos tém procurado compreender a participacdo dessas
moléculas no desenvolvimento da artrite, e seus resultados sdo responsaveis por
avancos no tratamento, como o uso de bloqueadores de TNF-a e
imunomoduladores. Entretanto, raros trabalhos cientificos sdo desenvolvidos no
territério nacional e a falta de informacdes cientificas € clara e preocupante.
Estudos como este, que investigue possiveis associacdes de citocinas e AR nas
populacdes brasileiras, sdo de extrema importancia e podem oferecer um destino

diferente na vida de pacientes brasileiros com Artrite Reumatoide.



2. Revisao da Literatura

2.1.1 Histérico da Artrite Reumatoide

O termo “artrite reumatoide” (AR) foi introduzido em 1858 pelo médico
londrino Sir Alfred Garrod, substituindo os termos utilizados até entdo, como:
artrite deformadora ou gota reumatica, e, a partir desta data, a AR passou a ser
registrada nos livros de medicina e prontuarios. Entretanto, achados
arqueoldgicos, literarios e artisticos indicam que os primeiros casos de AR datam
anterior a 4500 a.C. [Short, 1974].

Evidéncias apontavam que a AR era uma doenca predominante entre
Egipcios, e pesquisadores que apoiavam essa teoria, baseiam-se em um dos
tratados de medicina mais antigo, o papiro Ebers, no qual € descrita uma
patologia com sintomas muito semelhantes a artrite reumatoide, e provavelmente
a primeira referéncia a esta doenca [Martins, 1989]. Um texto indiano de
aproximadamente 300 — 200 a.C, denominado Charak Samhita, descreveu uma
patologia que envolvia articulagdes dolorosas em ambas maos e pés, que podia
se espalhar para outras areas do corpo, com inchacgo, perda de mobilidade, e
também febre ocasional e perda de apetite. Igualmente, HipOcrates descreveu a
artrite em 400 a.C. sem relatar tipos especificos desta doenca, mas com
semelhanca as descri¢des acima [Short, 1974; Martins, 1989].

O meédico francés, Guillaume de Baillou, foi responsavel em 1591 pelas
primeiras descricdes modernas dos termos reumatismo e artrite, que ele definiu

em seu tratado Liber de Rheumatism et pleuritica dorsali.



"Todo o corpo ddéi, em algumas, o rosto esta vermelho; a dor € mais
grave em torno das articulacbes, de modo que 0 menor movimento
do pé, mao ou dedos faz com que um grito de dor ... A noite ... a dor

torna-se mais grave e o paciente ndo consegue dormir".

Baillou, atualmente considerado o pai da Reumatologia, usou o termo
“reumatismo” para dar descricdo de uma doenca com inflamacao, rigidez
muscular e dor nas articulacdes [Martins, 1989].

Dentre os pacientes com AR, destaca-se o0 pintor impressionista francés
Pierre Auguste Renoir (1841-1919), mundialmente conhecido por suas obras
artisticas de grande beleza, mas também por seu exemplo de vida no combate as
incapacidades geradas pela doenca. Nascido em 25 de fevereiro de 1841, em
Limoges (Franca), foi vitima de uma artrite reumatoide grave nas Ultimas décadas
de sua vida. Nao existem relatos médicos da doenca, porém pelo acervo de
fotografias, cartas pessoais e notas biogréaficas de pessoas que conviviam com o
pintor, é aceito pela comunidade cientifica o diagnostico de AR. Contudo, mesmo
sentindo cada vez mais dificuldades para segurar os pincéis, Renoir pedia que os
amarrasse nas maos, além de iniciar a arte de esculpir. Também necessitou de
auxiliares jovens que o ajudava conforme suas instrucdes [Louie, 1987]. Abaixo
estdo fotografias do pintor jA debilitado e uma das suas obras de arte mais
conhecidas, “as banhistas’. E de sua autoria a célebre frase:

“A dor passa, mas a beleza permanece”
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Figura 1. Fotografia do pintor Pierre Auguste

Renoir pintando um quadro. Disponivel em:
http://medicineisart.blogspot.com.br/2010/06/hist

oria-da-artrite-do-artista-pierre.html.
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Figura 2. Fotografia do pintor Pierre
Auguste Renoir na cadeira de rodas.
Disponivel em:  http://medicineisa-
rt.blogspot.com.br/2010/06/historia-da-
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Figura 3. Pintura de Pierre Auguste Renoir, intitulada “As grandes banhistas”. Disponivel em:
http://medicineisart.blogspot.com.br/2010/06/historia-da-artrite-do-artista-pierre.html  Acessado

em: 28/03/2016
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2.1.2 Definicdo da AR

A artrite reumatoide (AR) € uma doenga autoimune, progressiva, cronica e
inflamatoéria, que atinge principalmente a membrana sinovial, podendo assim,
levar a destruicdo cartilaginea e 6ssea (Figura 4), embora outros 6rgdos também
possam ser comprometidos. Normalmente, no inicio do desenvolvimento da AR,
0s processos inflamatoérios atingem primeiramente a membrana sinovial, a qual
uma vez inflamada, pode levar a erosdes da cartilagem e 0sso, e provocar dor,
inchaco, vermelhiddo, sendo que em varios casos chega a causar deformidade da
articulagéo, tornando a AR a principal patologia debilitante nos idosos [McCain,

2009].

0sso0 —

Capsula articular |
inflamada

Sindvia
inflamada

Liquido -
sinovial

Figura 4. Membrana sinovial inflamada. Processo inflamatério comum na AR,
responsavel por ocasionar edema, dor e até malformagdes, sinais patognoménicos
da AR. Disponivel em: http://fizzioterapia.zip.net/arch2009-10-25 2009-10-31.html.
Acessado em: 28/03/2016

As deformidades, limitacbes para o trabalho e o comprometimento
funcional de pacientes com AR e suas consequéncias, afligem diversos setores
sociais, direta ou indiretamente. Do ponto de vista da sociedade, as perdas
associadas com a diminuicdo da produtividade em pacientes com AR incluem,
reducdo do desempenho no trabalho, gastos com tratamentos e aposentadorias
precoces, portanto, estando todos relacionados ao alto custo da doencga [Li X et

al., 2006].


http://fizzioterapia.zip.net/arch2009-10-25_2009-10-31.html

2.1.3 Prevaléncia

A distribuicdo do numero de pacientes diverge muito quando comparamos
diferentes paises. A prevaléncia mundial da AR € cerca de 1%, variando bastante
dependendo da regido geografica (Figura 5). O recente estudo de revisdo meta-
analise desenvolvido por Rudan e colaboradores (2015) comparou a prevaléncia
da AR entre paises em desenvolvimento, e levantou a hipotese de que a baixa
notificacdo da doenca seria a responsavel pelo baixo indice de AR nessas
nacdes. Os resultados abaixo foram obtidos deste estudo: 0,40% para o Sudeste
Asiético, 0,37% para o Leste Mediterranico, 0,62% para Europeu, 1,25% para a

América e de 0,42% para as regifes do Pacifico Ocidental [Rudan et al., 2015].

e

Taxa de prevaléncia da Artrite Reumatoide por pais (por 100.000 habitantes)
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Figura 5. Distribuicdo geografica da prevaléncia da AR. Disponivel em:
http://buyprovailencheap.org/wp-content/uploads/2013/10/Rheumatoid-arthritis-country.jpg.
Acessado em: 28/03/2016
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Poucos estudos no Brasil investigaram a prevaléncia em sua populacéo,
podendo-se destacar o trabalho multicéntrico desenvolvido por Marques Neto e
colaboradores (1993) que identificaram que os indices variavam dependendo da
regido brasileira de 0,2 a 1,0% entre adultos. Em outro estudo realizado por
Senna e colaboradores em 2004, foi estimada uma taxa de prevaléncia de 0,46%

na regido do sudeste brasileiro.

Quanto a distribuicdo por género, fica evidente um predominio maior do
sexo feminino, atingindo normalmente propor¢des de cerca de trés mulheres para
cada homem [Roberts et al., 2015]. Apdés o periodo da menopausa ocorre uma
diminuicdo dessa diferenca [MacGregor and Silman, 1998], resultado
provavelmente do decréscimo dos niveis séricos de andrégenos relacionados
com o aumento da idade [Wilder, 1996]. A maior incidéncia ocorre entre a quarta
e sexta década de vida, como mostrado no grafico abaixo (Gréfico 1) [Roberts et
al., 2015]. Entretanto, se a doenca for diagnosticada antes dos 16 anos de idade,

0 quadro clinico € denominado artrite reumatoide juvenil (ARJ) [McCain, 2009].

Inicio da doenga por década

M 22 Década
M 32 Década
M 42Década
M 52 Década
M 62 Década
W 7-92 Décadas

Gréfico 1. Distribuicdo da incidéncia por faixa etaria.
Adaptado de Roberts et al., 2015



2.1.4 Etiologia

A complexidade da AR é refletida na sua etiologia ainda ndo totalmente
conhecida e em ser uma patologia multifatorial. Corroborando com essa ideia,
diversos fatores estdo envolvidos na susceptibilidade e fisiopatologia, entre eles,
fatores genéticos, fatores ambientais, estimulos antigénicos infecciosos e

alteracdes imunoldgicas (Figura 6).

[ Fatores Genéticos ] [ Fatores Ambientais ]

Agente Infeccioso?

‘ Antigeno End6égeno? l

[ Desregulacao do Sistema Imune ]

l

Macréfago

CD8 ﬂ B
= 7

AR

A D

Thl ﬁ Th17

Th2

Figura 6. Fatores envolvidos na etiopatogénese da artrite reumatoide. Destaque
para a participacdo de fatores genéticos e ambientais que podem ocasionar a
desregulacdo do sistema imune, e assim, desencadear a acao das diversas
células que podem participar na patogénese da AR. B:Linfocito B; CDS8:
Linfécito T CD8; Thil: Linfocito T helper 1; Th2: Linfécito T helper 2; Thi17:
Linfécito T helper 17. Adaptado da fonte:
http://www.medicinanet.com.br/imagens/20100703014028. Acessado em:

28/03/2016
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2.1.4.1 Fatores Genéticos

Os fatores genéticos sdo importantes no desenvolvimento da AR, pois
podem estar relacionados com as manifestacbes clinicas e a gravidade da
doenca, podendo se apresentar como possiveis marcadores prognosticos.
Estudos que analisaram composicdo familiar, principalmente observando o
comportamento da AR em gémeos monozigoticos e dizigdticos, indicam que o
fator genético esta fortemente ligado a patologia da AR [Svendsen et al., 2014;
Terao et al., 2016]. Além disso, a literatura cientifica defende que existe a
participacdo de multiplos e diferentes genes, com colaboracdes variadas na
susceptibilidade a doenca, além de efeitos genéticos interativos que poderiam
contribuir para o risco individual diferenciado [Saada et al., 2016].

Um desses indicativos esta na grande quantidade de genes associados a
AR, como o0s genes do sistema de antigenos leucocitarios humanos (HLA)
responsaveis pela apresentacdo de antigenos as células T. Seus genes estdo
localizados no bracgo curto do cromossomo 6, sdo altamente polimérficos e estao
associados a diversas outras patologias autoimunes, como, ldpus eritematoso
sistémico (LES), esclerose multipla (EM), artrite psoriasica (AP), e miastenia
grave (MG), como indicado no estudo recente de meta-analise desenvolvido por
Bettencourt e colaboradores (2015).

A regido HLA contém cerca de 220 genes, muitos dos quais tém funcdes
imunorreguladoras [Newton et al., 2004], como os genes HLA-DR4 e HLA-DRB1,
que foram associados com a positividade para o anticorpo contra peptideos
citrulinados ciclicos (anti-CCP), nos estudos de Zhou e colaboradores (2013) e

Ding e colaboradores (2009), respectivamente.
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O gene TNFAIP3, outro importante gene da regido descrita acima, codifica
a proteina A20, a qual participa da sinalizacdo efetuada pelo fator nuclear kappa
B (NF-kB) (Kool et al., 2011), importante regulador da ag¢ao do fator de necrose
tumoral alpha (TNF-a), citocina importante na patogénese da AR e encontrada em
altos niveis nos pacientes [Wei et al., 2015]. Além disso, a escassez de TNFAIP3
em ratos resulta em inflamacdo cronica, indicando que esta molécula
desempenha um papel dominante na autoimunidade [Saad et al., 2016].

Outros genes fora da regido do HLA também s&o associados a AR, dentre
eles, o responsavel para producdo da Tirosina fosfatase 22 (PTPN22), proteina
utilizada como biomarcador para a doenca em populagdes caucasianas [Kurko et
al., 2013]. Outros genes como o fator 1 associado ao receptor de TNF (TRAF1)
também mostra importante associacdo com AR [Plenge et al., 2007], j& a peptidil
arginina desaminase 4 (PAD4) parece ter uma relacdo com AR em populacées
asiaticas, porém ndo em européias [Coenen e Gregersen, 2009].

Com a descoberta da relacdo de novos genes com a doenca, esta sendo
possivel compreender melhor a complexidade da etiologia da doenca e consolida

a necessidade continua de pesquisas nesta area (Grafico 2).
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Gréfico 2. Genes foram associados a AR ao longo dos anos. As barras em azul indicam os genes relacionados em caucasianos,

enquanto as barras em laranja, os genes nas populagdes japonesas. Adaptado de Viatte et al., 2013



2.1.4.2 Fatores Ambientais

Os fatores ambientais desencadeadores atuam sinergicamente com 0s
fatores genéticos e, determinam o desenvolvimento da AR. Dentre eles, o cigarro
tem sido atribuido como um dos fatores de risco mais fortes para a AR, uma vez
que, o tabagismo modula o sistema imune [George et al., 1997] através da
reducdo de células natural killer (NK), supressdo de células Thl7 e dendriticas
[Kazantseva et al., 2012], além de induzir a disfuncéo de linfécitos T [Shiels et al.,
2014]. O estudo de meta-analise publicado por Sugiyama e colaboradores (2010)
obteve resultados que comprovam a associacao significativa entre o tabagismo e
a AR. Os resultados demostraram que homens que fumavam ou fumaram
apresentavam cerca de duas vezes mais chance de risco para AR, enquanto as
mulheres que fumavam ou fumaram apresentavam um risco de 1.3 vezes maior.

A localizacao geografica e perfil socioeconémico também foram apontados
como fatores de risco, devido uma maior prevaléncia ter sido observada em
paises desenvolvidos (Figura 5). Contudo, como citado acima, € provavel que
essa disparidade seja algo relacionado ao grau de subnotificacdo desta doenca
em paises em desenvolvimento [Rudan et al. 2015].

Além destes, o perfil hormonal, infeccbes, paridade, obesidade, etilismo,
entre outros, ja sdo indicados como fatores ambientais envolvidos no
desenvolvimento ou progressdo da AR [Jorgensen et al., 1996; Kallberg et al.,

2009; Karlson et al., 2013].

2.1.4.3. Fatores Imunolégicos

O processo inflamatorio presente na sinGvia ocorre a partir da interacdo de
um antigeno com algum linfocito do fluido sinovial, induzindo a producdo de
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moléculas mediadoras da inflamacdo, como citocinas e interleucinas. Uma vez
ativados, os linfocitos T CD4 (presentes em grande quantidade na membrana
sinovial), produzem citocinas, as quais irdo desencadear a ativacdo de
macrofagos, responsaveis pela producdo de outras moléculas que auxiliardo na
manutenc¢ao da inflamagéo [Roberts et al., 2015].

A formacdo de imunocomplexos induzira a ativacdo das proteinas do
sistema complemento e de processos de fagocitose, resultando normalmente
tanto em inflamacao articular, quanto nas manifestacdes extra-articulares. Dentre
0S possiveis anticorpos formados, podemos destacar o Fator Reumatoide (FR),
presente em boa parte dos pacientes com AR e que apresenta uma peculiaridade:
atua se ligando na porcdo FC (regido constante) de outras imunoglobulinas
[Goldbach-Mansky et al., 2000]. A positividade para o FR € utilizada como critério
para diagnostico da AR e pode estar presente em até 90% dos pacientes.
Entretanto, também é encontrado em pessoas saudaveis, principalmente idosos,
e portadores de outras patologias autoimunes e infecciosas [Silveira et al., 2007].

O anti-CCP é outro importante achado clinico no diagnoéstico da AR,
apresentando maior especificidade quando comparado ao FR, além de também
ser considerado por muitos um marcador de prognostico para maior gravidade da
AR [Schellekens et al., 2000; Andrade e Leser, 2004]. Este anticorpo é produzido
para interagir com proteinas que sofreram citrulinizacdo, modificacdo pos-
traducional de conversdo de arginina em citrulina, processo comum durante a
resposta inflamatdria [Schellekens et al., 2000].

Diversas proteinas citrulinadas estdo presentes na sinOvia de pacientes
com AR [Vincent et al., 2002]. Baseados nisso, uma proteina citrulinada ciclica

(CCP no inglés) que é facilmente detectada por teste ELISA foi desenvolvida no
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ano 2000 para o reconhecimento de anti-CCPs no soro de pacientes [Schellekens
et al., 2000]. Ap6és os anos seguintes, outras proteinas citrulinadas foram
desenvolvidas com o objetivo de aprimorar a deteccdo desses anticorpos nos
testes laboratoriais. Entretanto, mesmo apresentando uma especificidade de até
96% [Schellekens et al., 2000], o papel dessas imunoglobulinas na patogénese da

AR permanece pouco compreendido [Aggarwal et al., 2009].

2.1.5 Fisiopatologia

No inicio da resposta inflamatéria sdo observadas alteracées ha membrana
sinovial, como hiperplasia de suas células e extensiva angiogénese.
Posteriormente, moléculas de adesdo sdo ativadas nas células endoteliais e
inicia-se a liberacdo de varias citocinas, as quais induzem a migracdo de células
imunolégicas para a membrana sinovial, formando assim um infiltrado celular,
composto principalmente de linfécitos e plasmaocitos [Mcinnes e Schett, 2011]

(Figura 7).
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Figura 7. Articulacdo saudavel (a - esquerda) e articulagdo com processo
inflamatério desencadeado (b - direita). E observada na parte b da figura a
ativacdo de varias células imunes, além dos processos envolvidos na
resposta inflamatoria. Disponivel em: http://www.reumart.com.br/upload-
s/5/8/3/2/58327609/1886232_orig.jpg. Acessado em: 28/03/2016.

Logo apds, derivado da membrana sinovial surge o pannus, estrutura
tecidual granulomatosa responsavel pela producdo de metaloproteinases de
matriz e outras enzimas que sdo capazes de degradar colageno e proteoglicanos,
promovendo invasdo e destruicdo das cartilagens, ossos e ampla destruicdo
articular, caracteristica frequente em pacientes com AR. Além disso, a migracéo
de leucécitos atraidos pela liberacdo de citocinas a partir do tecido sinovial, pela
ativacdo e expressdo de moléculas de adesdo tais como E-selectina, pela
molécula de adesé&o intercelular (ICAM), e pelas moléculas de adeséo celular
vascular, constituem a maior parte do componente celular do liquido sinovial

[Geboes et al., 2009].
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Para o entendimento da complexa fisiopatologia da AR é necessario o0
conhecimento da atuacdo sinérgica de fatores ambientais, genéticos e

imunologicos.

2.1.6 Diagnostico

O diagnostico da AR nao pode ser confirmado conclusivamente através de
exames laboratoriais e achados histolégicos ou radiolégicos [Mclnnes e Schett,
2011]. Para isso, € necessario um conjunto de sintomas, achados clinicos e
analise médica [Aletaha et al., 2010].

O diagnéstico de AR inicialmente era feito baseando-se nos critérios
revisados de classificacdo do Colégio Americano de Reumatologia (ACR no
inglés) [Arnett et al., 1988], no qual a confirmacédo da doenca ocorreria quando o
paciente apresentava pelo menos 4 dos 7 critérios a seguir, sendo os critérios 1-4
presentes por no minimo 6 semanas:

1 - Rigidez matinal - rigidez matinal com duracdo de pelo menos uma

hora até a melhora méaxima;

2 - Artrite em pelo menos trés articulagbes - ao menos trés areas

simultaneamente afetadas, com edema de partes moles ou derrame

articular, observado pelo médico;

3 - Artrite nas maos - artrite em punhos, metacarpofalangeanas ou

interfalangeanas proximais;

4 - Artrite simétrica - envolvimento simultdneo de areas de ambos os

lados do corpo;

5 - Nodulos reumatoides - nddulos subcutdneos sobre proeminéncias

0sseas, superficies extensoras ou em regides justa-articulares;
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6 - Presenca do fator reumatoide — presenca de quantidades anormais

do fator reumatoide;

7 - Alterac0Oes radiogréaficas — rarefacdo 6ssea justa-articular ou erosodes

Osseas localizadas em radiografias de maos e punhos.

Entretanto, devido ser comum os critérios ACR estarem ausentes nos
estagios iniciais da doenca [Aletaha et al., 2005], como exemplo, as alteracdes
radiolégicas, os nédulos reumatoides, FR e anti-CCP, foi estabelecido novos
meétodos para o diagndéstico precoce na AR. Com esse objetivo, em 2010 ocorreu
uma reunido do ACR e da Liga Europeia contra o Reumatismo (no inglés
EULAR), na qual foi proposto um novo sistema baseado em pontuacdes que seria
capaz de identificar possiveis pacientes que poderiam provavelmente evoluir para
quadros clinicos da AR mais graves, e assim, iniciarem o tratamento mais
precocemente [Aletaha et al., 2010].

Essa nova classificacdo é dividida em quatro segmentos que possuem
pontos atribuidos a cada dado clinico (Quadro 1). O primeiro segmento
representa a quantidade e o local das articulacdes afetadas (pontuacéo de 0 a 5),
referindo-se a articulacbes edemaciadas e dolorosas ao exame médico, que
podem ser comprovadas com a presenca de sinovite, identificada por exames de
imagens. O segmento seguinte refere-se a presenca e quantidade do FR e do
ACPA (pontuacgéo de 0 a 3), importantes achados clinicos no desenvolvimento de
AR. Contudo, o FR normalmente é detectado em torno de 50-60% dos pacientes
com AR [Schellekens et al., 2000], deste modo, nédo sendo ideal biomarcador para
o diagnostico. O terceiro (pontuacdo de 0 a 1) é atribuido a achados clinicos
indicativos indiretos de inflamacéo, a velocidade de hemossedimentacao (VHS) e

a proteinas C-reativa (PCR), encontrados normalmente alterados durante um
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processo inflamatério. O ultimo segmento (pontuacédo de 0 a 1) trata-se do tempo

de duracédo dos sintomas, dividindo em até 6 meses e em mais de seis meses.

ACR/EULAR 2010
Critérios para diagnostico da Artrite Reumatoide
Distribuicdo das articulagdes (0-5)

1 grande articulacéo 0
2-10 grandes articulacdes
1-3 pequenas articulacdes (grandes

articulac@es nao contabilizadas)

4-10 pequenas articula¢des (grandes 26 = AR definida

articulagbes néo contabilizadas)

>10 articulagbes (pelo menos uma pequena
_ . 5 E se o resultado for <6?
articulacéo)

FR negativo e ACPA negativo o0 Os pacientes podem preencher os
critérios ...

Baixa positividade para FR ou para ACPA 2

Alta positividade para FR ou para ACPA 3 » Prospectivamente ao longo do

tempo (cumulativamente)
Reacédo na fase aguda

PCR normal e VHS normal 0 > Retrospectivamente se 0s
dados em todos o0s quatro
PCR anormal ou VHS anormal 1 dominios foram adequadamente

registrados no passado
Duracgéo dos Sintomas

<6 semanas 0

>6 semanas

AMERICAN COLLEGE OF
RHEUMATOLOGY

Baixo: < 3x acima do limite normal (ALN). Alto: > 3x acima o limite normal
Adaptado de Aletaha et al. 2010

Quadro 1. Critérios para diagnostico da artrite reumatoide baseados no ACR/EULAR 2010
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Apesar da AR ser a doenca reumatologica mais comum, sua progressao
variada dificulta na predictabilidade do seu ciclo, requerendo um contato frequente
entre paciente e médico, principalmente nos primeiros trés meses de evolucéao do
quadro clinico, a fim de estabelecer um tratamento individualizado e mais eficaz.
Estudos tém sugerido que, de uma forma geral, trés tipos de evolucdo podem

ocorrer nos pacientes com AR (Tabela 1).

Tabela 1. Diferentes cursos clinicos apresentados por pacientes de Artrite
Reumatoide.

Tipo Qtde Padréo Caracteristicas clinicas

Periodo limitado em até um ano, apresentando dor e
rigidez articular. Inicialmente os pacientes atendem
20% Monociclico aos critérios de diagnostico de AR. Entretanto, os
sintomas e sinais desaparecem mesmo sem

necessidade de medicacdao.

o Ciclos intermitentes com periodos de severidade
Il 70% Policiclico o . o o
(crise inflamatdria) e remisséo (melhora clinica).

Curso de piora continua com acometimento articular
_ progressivo sem ciclos de melhoras e pioras,

Il 10% Progressivo o L
podendo desenvolver rapida destruicdo das

articulacoes.

Qtde — Quantidade; % - percentual. Adaptado de Silva et al., 2003.

Achados clinicos de comprovacéo inflamat6ria, tal como, proteina C reativa
(PCR), velocidade de hemossedimentacao (VHS), quantidade de regifes afetadas
e medidas da qualidade de vida, acompanhados de uma avaliagdo constante da
capacidade funcional das articulagcdes e do seu acometimento, sdo informacdes
imprescindiveis na avaliacdo da progressao da doenca e no enquadramento do

tipo do ciclo [Silva et al., 2003].
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Para uma boa assisténcia médica, é aconselhado que o paciente com AR
seja avaliado com regularidade, focando-se no comportamento da atividade da
doenca, sendo esta aferida por ferramentas que se baseiam em questionarios
meédicos e dados clinicos que analisam a quantidade de articulacdes afetadas,
avaliacdo da intensidade da dor, indicativos sorolégico de inflamacédo (VHS e
PCR), capacidade funcional da articulacdo, entre outros [Kwoh, 2002]. Assim,
foram propostos e adotados varios questionarios, sendo o DAS (do inglés Disease
Activity Score) [van der Heidje et al., 1992] o mais utilizado devido sua facilidade
de utilizacéo e validacdes baseadas nos critérios adotados pela EULAR. Contudo,
posteriormente foi publicado na literatura a versao simplificada, o0 DAS28 [Prevoo
et al., 1996], que baseia-se em 28 articulacdes, além dos parametros PCR e VHS.

Inicialmente a avaliacdo dos pacientes para classificagdo quanto a
gravidade da doenca é feita através de sintomas de atividade da doenca, dentre
eles, graduacdo da dor, rigidez matinal, capacidade funcional do paciente,
qguantidade de articulacbes afetadas e a presenca de manifestacbes extra-
articulares. Além desses, sdo analisados marcadores de inflamacéo, tais como,
velocidade de hemossedimentacdo, proteina C reativa e a lesdo articular
constatada por radiografia [Kwoh, 2002]. A partir dessas informacdes, o0s
pacientes sao classificados em quatro grupos de atividade, como explicado na

Tabela 2.
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Tabela 2. Classificacdo da atividade da doenca de acordo com os critérios do DAS28.

Gravidade

Padrao

Caracteristicas clinicas

Inativo

Paciente ndo apresenta os sintomas ativos

Leve

Na AR leve o paciente apresenta dor, em pelo menos
3 articulagbes com sinais de inflamag&o, nenhuma
manifestacdo  extra-articular, fator = reumatoide
costumeiramente negativo, elevacao dos reatores de
fase aguda e nenhuma evidéncia de eroséao ou perda
de cartilagem no estudo radiogréafico

Moderado

Na AR moderada, o paciente apresenta de 6 a 20
articulagbes acometidas, doenca comumente restrita
as articulacbes, elevacao de reatores de fase aguda,
fator reumatoide positivo e evidéncia de inflamagé&o no

estudo

Grave

Quando a AR é grave o paciente apresenta mais de
20 articulagbes  persistentemente  acometidas,
elevacao dos reatores de fase aguda, anemia cronica,
hipoalbuminemia 2, fator reumatoide positivo,
manifestacfes extra-articulares e estudos
radiograficos demonstrando eros6es e perda de
cartilagem radiogréfico

2.1.7 Tratamento

Adaptado de Dorland et al., 1999.

O diagnéstico precoce e o0 inicio imediato do tratamento s&o

imprescindiveis para a prevencdo de lesfes articulares irreversiveis e danos a

capacidade funcional dos pacientes. Os medicamentos que sao utilizados na
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terapéutica sdo destinados a diminuir os efeitos da autoimunidade, minimizando
0s processos inflamatérios e suas consequéncias [Albers et al., 2001].

A forma de como se trata a AR evoluiu com o passar dos tempos e 0s
resultados clinicos estdo conseguindo minimizar os efeitos da doenca, como
indicado pelas diferentes estratégias medicamentosas, as quais iniciaram com a
sintese e utilizacdo da aspirina em 1897, passando pela primeira administracao
de cortisona em 1949 e, finalmente, a terapia anti-TNF no inicio da década de
1990 [Hart, 1976; Pham et al., 2011]. Com isso, a terapéutica tem conseguido
uma melhor mobilidade e qualidade de vida dos pacientes com AR [Mclnnes e
Schett, 2011].

O tratamento € composto por medidas medicamentosas, nao
medicamentosas ou cirdrgicas, com 0s objetivos de minimizar a atividade da
doenca, diminuir o risco de lesdes irreversiveis nas articulacdes, aliviar a dor, e
melhorar assim, a qualidade de vida dos pacientes. Na terapéutica, com uso de
farmacos, a ACR/EULAR indica as classes de drogas a seguir: os anti-
inflamatoérios ndo esteroides, os glicocorticoides, as drogas antirreumaticos
modificadores da doenca (no inglés, Disease Modifying Anti-rheumatoid Drugs -
DMARD) e terapia alvo com imunobiolégicos [Singh et al., 2012]. O diagndstico
precoce e o inicio da administracdo de DMARDs em até trés meses é de extrema
importancia para evitar danos as articulacbes, que ocorrem nos dois primeiros
anos da doenca e sao muitas vezes irreversiveis [O'dell, 2004]. Também é
indicada a utilizacdo de combinacfes dessas drogas aos pacientes que nao

responderam ao tratamento, com algumas delas isoladas, como exemplificado:
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"Em doentes que responderam insuficientemente a Metotrexato (MTX) e/ou
outras estratégias sDMARD, com ou sem glicocorticoides, DMARD deve ser
iniciada com MTX " [Singh et al., 2012].

No tratamento ndo medicamentoso, € necessario 0 acompanhamento do
paciente desde o inicio da doenca, com atencéo especial, a capacidade funcional
do mesmo, orientando-0s a programas terapéuticos indicados para prevencao ao
dano articular, manutencdo da mobilidade do sistema locomotor e do sistema
cardiorrespiratério. Normalmente, é indicado o tratamento com fisioterapia, terapia
ocupacional, atividades de alongamento e relaxamento, com o objetivo central de
fortalecer a musculatura e garantir que o0 paciente continue a exercer as
atividades rotineiras, ndo deixando de lado o repouso, outro fator importante na
sua recuperacédo [Kwoh, 2002].

O paciente com AR necessita de uma avaliacdo continua, que permita
acompanhar os resultados no andamento do tratamento e realizar intervencdes
guando necessarias, além da assisténcia de uma equipe multidisciplinar, a qual
ofereca além da medicacdo, a educacdo do paciente e de seus familiares. O
acompanhamento multidisciplinar é imprescindivel para a administracdo correta
dos diferentes problemas ocasionados pela doenca sobre as mais diversas
dimensbes da vida do paciente. Além de ampliar as diferentes manobras de
intervencdo, pode retardar a progressdo da AR, diminuindo o impacto dos
sintomas sobre a funcionalidade do paciente [Adams et al., 2004; Sands e

Goodacre, 2013; Almeida et al., 2015].

2.1.8 Qualidade de Vida e Impactos Sociais

Em 1947, a Organizacdo Mundial de Saude, propés o conceito de

gualidade de vida que busca incorporar todos os aspectos da vida humana,
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inclusive as dimensdes fisica, funcional, emocional, social e espiritual, através da
percepcdo do proprio individuo sobre a suas expectativas, padroes e
preocupacdes dentro do contexto da cultura e dos sistemas de valores nos quais
ele vive [WHO, 1948]. Nas ultimas décadas, tem crescido o interesse na
qualidade de vida dos pacientes, tanto no Brasil quanto em outros paises. Uma
vez que, com o aumento da prevaléncia das doencas cronico-degenerativas, com
a diminuicdo nas taxas de mortalidade e, finalmente, com um aumento na
expectativa de vida, o impacto social de doencas debilitantes como AR geram
prejuizos em diversos setores socioecondmicos [Birnbaum et al., 2010; Kawatkar
et al., 2012; van Vilsteren et al., 2015].

Apesar dos grandes avancos no tratamento para AR, a doenca ainda esta
associada a altos niveis de morbidade e mortalidade precoce [Abasolo et al.,
2015]. Embora a progressao da lesédo articular venha diminuindo ao longo das
Gltimas décadas como resultado da utilizacdo mais eficaz dos DMARDs e a
introducéo de imunobioldgicos, a remissdo da doenca ainda ndo é conseguida em
uma proporc¢ao significativa de pacientes [Glilfe et al., 2009], levando a invalidez,
perda da qualidade de vida, reducdo da capacidade de trabalho e aumento da
utilizacéo de cuidados de saude por pacientes com AR [van Vilsteren et al., 2015].

Em termos socioecondmicos, AR é a mais comum e mais importante das
doencas reuméticas inflamatérias, com uma prevaléncia de 1% na populacéo
mundial, estima-se que no ano de 2005 apenas nos Estados Unidos da América
0s gastos com a AR superaram 22,3 bilhdes [Kawatkar et al., 2012], enquanto
outro trabalho indica o valor de 39,2 bilhdes [Birnbaum et al., 2010].

Portanto, baseado no movimento mundial de busca continua de vida

saudavel, como também do bem-estar biopsicossocial com atencédo as condi¢des
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de vida, relacionado a aspectos de saude, de moradia, de educacéao, de lazer, de
transporte, de liberdade, de trabalho, de autoestima, entre outras [Santos et al.,
2002]. Os pacientes com AR estdo a margem desse movimento, na busca de uma
melhor qualidade de vida, principalmente em nac¢des em desenvolvimento [Rudan

et al., 2015].

2.2 Citocinas

As citocinas sdo moléculas com um papel fundamental no controle da
inflamacéo, com destaque para as varias envolvidas na patogénese e destruicdo
articular dos pacientes com AR [Astry e Moudgil, 2011]. O envolvimento dessas
moléculas na susceptibilidade e progressao da doenca pode ser ressaltado pelo
sucesso do tratamento com anticorpos anti-TNF e pelos niveis alterados de
diversas citocinas no liquido sinovial e soro em pacientes com AR [Masui et al.,
2003; Petrovic-Rackov e Pejnovic, 2006; Kerekes et al., 2008; Paradowska-
Gorycka et al., 2010; Metawi et al., 2011; Wei et al., 2015].

A producéo de citocinas pro-inflamatérias tem uma participagédo central na
iniciagdo e perpetuagdo da inflamagcdo cronica na membrana sinovial.
Principalmente na resposta mediada por células Thl, que produzem a liberagcéo
de interferon-gama (IFN-y), estimulando assim, a liberagdo de TNF-q,
interleucina-1 beta (IL- 18) e metaloproteinases pelos macréfagos e fibroblastos
sinoviais [Klimiuk et al., 1999]. Entretanto, pesquisas tem proposto a participagcéo
cada vez maior das células e moléculas do perfil Thl17 na patogénese da AR

[Kageyama et al., 2009; Metawi et al.,, 2011]. Outras pesquisas encontraram
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também alteracdes nos niveis séricos de interleucinas do perfil Th2 e AR
[Paradowska-Gorycka et al., 2010; Gambhir et al., 2010].

Diante disso, é evidente a heterogeneidade da participacdo das citocinas
na patogénese da doenca, o que poderia explicar o fato de que nem todos 0s
individuos respondem a uma mesma terapia, ou das diversas manifestacfes
observadas nos pacientes durante o curso da doenca. Todas essas informacdes
qualificam cada vez mais estudos em prol do entendimento do papel dessas

moléculas na ampla e complexa etiopatogénese da AR.

2.211L-6

A interleucina 6 (IL-6), uma das citocinas pré-inflamatérias envolvidas na
patogénese da AR, € um importante mediador da resposta da fase aguda e seus
niveis encontram-se aumentados no fluido sinovial e tecido de pacientes com AR
[Wei et al., 2015]. A IL-6 apresenta um papel importante na inflamacéo, pois
regula as respostas humorais e celulares, além de promover a angiogénese por
inducdo de moléculas de adeséo intracelular [Nakahara et al., 2003], além de
contribuir para a inducdo e manutencdo do processo autoimune através da
modulacdo e diferenciacdo de células B e células Thl7 [Navarro-Millan et al.,
2012].

O papel central da IL-6 na patogénese da AR ocorre através das alteracdes
na membrana sinovial, como neovascularizacdo, infiltracdo de células
inflamatorias, e hiperplasia dos sinoviocitos, processos que agem em conjunto
para produzir o pannus (tecido inflamatorio com caracteristicas tumorais). A
producdo de vasos sanguineos recém-formados € necessaria no desenvolvimento

e manutencao da sinovite, pois suportam a infiltracdo de células inflamatorias e o
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crescimento e sobrevivéncia das células sinoviais. Para isto, um numero de
fatores de crescimento e citocinas com atividade angiogénica sao liberados, e
entre eles, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), liberado a partir de
sinoviocitos ativados pela IL-6. Defende-se que o VEGF € o fator angiogénico
mais importante na patogénese da AR [Maruotti et al., 2006]. Além disso, IL-6
pode estar envolvida na participacdo de outros processos no desenvolvimento da
AR (Figura 8), como a erosdo 0ssea, desencadeada pela ativacdo do sistema do
receptor ativador do fator nuclear kapa B ligante (RANKL), producdo de
imunocomplexos, através da inducdo de formacao de anticorpos, ou também do
processo inflamatério crénico, mantido pela participacdo de macréfagos,

neutrofilos e linfocitos.

Producéo de
anticorpos T — . Sinovidcito

Linfocito —

1
/-\ VEGF
%\f% .‘

Macrofaqo i - =P  Formacédo do pannus
1 Células
\ endoteliais

.QFIKL
Neutrofilo Linfocito

Ativagéo do ~~a
‘ osteoclasto Destruigio da
Cartilagem

Mediacédo de
inflamacéao crénica

Figura 8. Panorama da participacdo da IL-6 na AR, demonstrando a participacdo da IL-6 na
inducdo de linfécitos, sinoviécitos, macréfagos, neutrdfilos e células Osseas, e como
consequéncia, o desencadeamento da producdo de anticorpos, mediacdo da inflamacéo
cronica, destruicdo da cartilagem, formacdo do pannus, todos esses, processos importante na
AR. Adaptado de: http://rheumatology.oxfordjour-nals.org/content/49/1/15/F1.large.jpg.
Acessado em 28/03/2016.
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O gene da IL-6 foi mapeado no bragco curto do cromossomo 7 (21pl5p)
organizado em cinco éxons e quatro introns [Chen et al., 1989, May et al., 1988].
Vérios polimorfismos na regido promotora do gene de IL-6 foram descritos
[Godarzi et al.,, 2011; Santos et al., 2011], entre eles, o polimorfismo de
nucleotideo Unico (no inglés SNP) na posicao -174 (rs1800795), responsavel por
uma transversdo de uma guanina por uma citosina e que afeta os niveis de IL-6
[Fishman et al., 1998], sendo associado a muitas doencgas, incluindo artrite juvenil
sistémica [Fishman et al., 1998], sindrome de Sjogren, [Hulkkonen et al., 2001],
doenca de Alzheimer [Papassotiropoulos et al., 2001], diabetes mellitus do tipo Il
[Libra et al., 2006], doencas cardiovasculares [Georges et al., 2001] ,LES [Chua et

al., 2009; Hamdy et al., 2011] e AR [Li F et al., 2014; Li X et al., 2014].

2.2.21L-12B

A IL-12, citocina constituida por dois componentes, o p35 (IL-12A) e p40
(IL-12B), é produzida por macréfagos, células dendriticas (DC) e granulécitos e
esta presente em tecido sinovial de pacientes com AR [Vervoordeldonk e Tak,
2002]. Esta citocina eleva o nivel de IFN-y e induz a diferenciacdo de células do
perfil Thl. Além disso, a IL-12 ativa func¢des citotdxicas dos linfécitos T CD8 + e
células NK (Figura 9) [Krausz et al., 2012]. O gene que codifica a IL-12B esta
localizado no cromossomo 5 (5g31-33) e apresenta 0 SNP na posicéo -1188 A/C
(rs3212227), dentro da regido 3’ nado traduzida do gene da IL-12B, o qual é

responsavel por influenciar a producéo de IL-12 [Stanilova e Miteva, 2005].
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Figura 9. Atuacéo da IL-12 e IL-23 na inducéo da inflamacé&o. A IL-12 induzindo as
células Thl a produzirem e liberarem IFN-y, e, como consequéncia desse
processo, a IL-23 é ativada e desencadeia mais o processo inflamatério. Adaptado
de:  http://jem.rupress.org/content/198/12/1951/F5.1arge.jpg.  Acessado em
28/03/16.

Petrovic-Rackov e Pejnovic (2006) observaram que niveis de IL-12
estavam aumentados no soro e no fluido sinovial de pacientes com AR, quando
comparados com pacientes com osteoartrite, e o0 nivel desta citocina,
correlacionada com a atividade da doenca. Ademais, o importante trabalho
desenvolvido por Li e colaboradores (2012), reforca a participacéo direta da IL-12
na AR, uma vez que, utilizando silenciamento génico, os pesquisadores
conseguiram concluir que a inativacdo da producdo de IL-12 em células
dendriticas inibia a progressao da artrite induzida por colageno (no inglés CIA) em
modelo animal da artrite reumatoide humana. Entretanto, poucos estudos
investigaram a associagdo do polimorfismo IL-12B -1188 A/C com o
desenvolvimento de AR ou suas caracteristicas clinicas, e dentre eles, vale
ressaltar o trabalho elaborado por Alvarez-Rodriguez e colaboradores (2009), no

qual nenhuma associacéo foi encontrada.
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2.2.31IL-17A e IL-17F

As células Th17 sdo conhecidas por estarem envolvidas na patogénese de
doencas autoimunes, doencas de inflamacédo e rejeicdo imunoldgica de tecidos
transplantados, sendo classificadas dentro do novo subconjunto de células T que
secretam a IL-17 (interleucina 17). A familia da IL-17 é formada por varias
citocinas intimamente relacionados, incluindo IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-
17E e IL-17F. Os membros mais estudados da familia, IL-17A e IL-17F, estdo
localizados na regido cromossomica 6pl2 [lwakura et al., 2008]. Estas duas
citocinas mostram similaridades estruturais, se ligam ao mesmo receptor e
exibem atividades biologicas semelhantes [Reynolds et al., 2010]. A ligagéo de IL-
17 ao seu receptor inicia vias de sinalizacao que induzem a produc¢éao de citocinas
pré-inflamatérias e quimiocinas, além de induzir o recrutamento de neutroéfilos

(Figura 10) [Chang et al., 2006; QianY et al., 2007].

-6, IL8, MCP-1,

GRO-a, GM-CSF ., »
/ SInOVIOCItO Inflamacédo

B IR TNF-o, IL- 6—
\”— IL-17

Macrofaao MMPs
x‘ Destruicdo da cartilagem

e —— NO

Condrécito

Osteoblasto
Figura 10. Envolvimento da IL-17 na patogénese da AR, devido a secrecdo de IL-17 por

células Th1l7, que induzira a liberagcdo em varias células de mediadores inflamatérios e
citocinas, responsaveis pela inflamacéo, destruicdo da cartilagem e destruicdo 6ssea, todos
esses, processos envolvidos na AR. Adaptado de: http://www.jkma.org/Articlelmage/0119-
JKMA/jkma-53-853-g001-1.jpg. Acessado em 28/03/16.

A IL-17 é uma iniciadora precoce da inflamacdo, uma vez que induz a

liberagcdo de diversos mediadores pro-inflamatorios em fibroblastos, osteoblastos,
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sinoviocitos, condrécitos, macrofagos, células epiteliais e endoteliais. Esta
envolvida no desenvolvimento da inflamacdo e defesa do hospedeiro contra a
infeccdo por induzir a expressdao de genes que codificam citocinas pro-
inflamatorias (TNF, IL-1, IL-6, G-CSF, GM-CSF e ), quimiocinas (CXCL1, CXCLS5,
IL-8, CCL2, e CCL7), peptideos antimicrobianos (defensinas e proteinas S100), e
as metaloproteinases de matriz (MMP1, MMP3 e MMP13) [lwakura et al., 2011].

Devido a sua patrticipacdo central no processo inflamatorio, varios estudos
em pacientes e modelos animais avaliaram a implicacdo de IL-17 na AR, e
observaram que ela estava presente em niveis elevados no sobrenadante da
membrana sinovial de pacientes com a doenca [Kotake et al., 1999; Li et al.,
2013] e ndo de pacientes com osteoartrite (OA) [Chabaud et al., 1999]. Além
disso, em outro estudo altos niveis de IL-17 foram correlacionados com a
gravidade da doenca nos pacientes de AR [Metawi et al., 2011].

Esses achados podem ser decorrentes da influéncia de SNPs em regides
de DNA relacionados ao controle da expressdo ou da funcdo dessas citocinas,
como o polimorfismo IL-17A -197 G/A (rs2275913), que esta localizado dentro do
motivo de ligacdo para o fator nuclear de células T ativadas (NFAT), um
importante regulador da transcricdo, e que desse modo, influencia a expressao da
IL-17A [Espinoza et al.,, 2011], ou do SNP IL-17F +7488 A/G (rs763780)
resultante da substituicdo de uma histidina por uma arginina no aminoacido 161
(H161R), provocando uma diminuicdo na capacidade da IL-17F de induzir a
expressao de determinadas citocinas e quimiocinas [Kawaguchi et al., 2006].
Partindo desses conhecimentos, dois grupos de pesquisa buscaram identificar

polimorfismos nos genes da IL-17 e possiveis associa¢gdes com AR e observaram
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relagcdo com aumento de risco da doenga e 0os SNPs IL-17A -197 G/A [Shen et al.,

2015] e IL-17F +7488A/G [Bogunia-Kubik et al., 2015].

2.2.41L-18

A interleucina 18 (IL-18) atua como um cofator junto a IL-12 no estimulo da
producdo de interferon gama (IFN-y) em células Thl [Okamura et al., 1995].
Vérios estudos in vivo e in vitro identificaram a IL-18 como um importante elo
entre as respostas imune inata e adaptativa, e um regulador de ambos na
imunidade celular e humoral [Nakanishi et al., 2001; Park et al., 2007; Dinarello,
2007; Arend et al., 2008]. Essa interleucina, identificada como o fator de inducao
do interferon, é produzida por muitos tipos de células, em particular por
macréfagos, tem atividades pro-inflamatorias e induz a ativacao de diversos tipos

de células, incluindo células inflamatorias e vasculares (Figura 11).
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Figura 11. Fungfes da IL-18 na ativagdo inflamatéria. Apos a liberacéo de IL-18 por células
dendritica (CD) e macréfagos, esta interleucina desencadeia a ativagdo de diversas células
inflamatdrias, que liberaram varios mediadores e citocina, resultando em inflamagéo,
erosdo 6ssea e cartilaginea. Adaptado de: http://ard.bmj.com/content/66/11/1411/F2.lar-
ge.jpg. Acessado em: 28/03/2016.
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Juntamente com a IL-2, IL-18 também pode estimular a producéo de IL-13
e de outras citocinas Th2 [Arend et al., 2008]. Assim, ndo € surpreendente a
associagdo encontrada entre IL-18 com vérias patologias como: infeccoes,
doencas inflamatdrias, cancer, bem como sindrome metabdlica e aterosclerose
[Netea et al., 2006; Park et al., 2007; Dinarello, 2007]; e também no envolvimento
da patogénese de varias doencgas autoimunes, incluindo a artrite reumatoide [Lee
et al., 2007], doenca de Crohn [Gao et al., 2015], LES [Lin et al., 2008] entre
outras.

O gene da IL-18 humano, localizado no cromossomo 11 (11g22.2-g22.3), é

composto por seis éxons e cinco introns [Kruse et al.,, 2003]. Além dos
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polimorfismos ja consolidados neste gene, 0 SNP na posi¢céo -105 A/C (rs549908)
ainda pouco estudado, atraiu atencédo por demonstrar capacidade de influenciar
na producdo de IL-18 em mondcitos purificados. Essa conclusdo foi observada
pelo estudo funcional que estimulou essas células com lipopolissacarideos (LPS)
e PMA (do inglés, Phorbol 12-myristate 13-acetate) e observou que a producao de
IL-18 variava de acordo com o alelo presente nessa posicdo [Arimitsu et al.,
2006]. Ademais, esse polimorfismo ja foi associado a varias doencas, como AR
[Lee et al., 2007], LES [Lin et al., 2008], doenca de Kawasaki [Chen et al., 2009]
e Asma [Higa et al., 2003].

Pesquisas demostraram a importancia da IL-18 na inducdo e manutencéo
da inflamacao crénica durante a sinovite reumatoide experimental e clinica [Dai et
al., 2007; Volin e Koch, 2011]. Além disso, o aumento da expressao de IL-18 foi
detectado nas membranas sinoviais de pacientes com AR [Masui et al., 2003].
Diante disto, pesquisadores defendem o potencial de IL-18 como um alvo

terapéutico na AR [Mcinnes et al., 2005].

2.251L-23R

A IL-23, citocina pré-inflamatéria composta de uma subunidade p40 em
comum com a IL-12 e uma subunidade p19 exclusiva [Di Meglio et al., 2011], é
classificada como um mediador pro-inflamatorio responsavel por manter o
equilibrio entre os efetores inflamatorios e a resposta mediada por células T,
apresentando-se desta forma como um fator importante no desenvolvimento de
inflamacg&o, como mostrado anteriormente na Figura 10 [lzcue et al., 2008]. Além

disso, estudos indicam que a IL-23 desempenha um papel chave no
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desenvolvimento de células Thl7, responsaveis pela producdo de IL-17,
interleucina envolvida na inducéo e producéo de varias citocinas pré-inflamatérias,
tais como TNF-a e IL-6, quimiocinas, e alguns outros novos fatores adicionais
responsaveis pela AR [Brentano et al., 2009] e outras doeng¢as autoimunes como:
doenca de Crohn (CD), psoriase, e doenca inflamatéria do intestino (DIl) [Langrish
et al., 2005; Duerr et al., 2006; Cargill et al., 2007; Bettelli et al., 2008; Di Meglio
et al., 2011].

Niveis aumentados da IL-23 e IL-17 foram encontrados no fluido sinovial de
individuos com AR [Kim et al., 2007], além da correlacao deste achado com altas
titulacbes de TNF-a no soro de pacientes [Wendling, 2008]. Ademais, o nivel
sérico de IL-23 em pacientes com AR esta correlacionado com o numero de
articulacbes edemaciadas e com o DAS28; enquanto a sua reducdo, apos
tratamento com infliximab, estd associada a velocidade de sedimentacdo de
eritrocitos (VHS), sugerindo que a IL-23 pode desempenhar um papel importante
na patogénese da AR [Kageyama et al., 2009].

O receptor da IL-23 (IL-23R), composto por duas subunidades, incluindo
uma subunidade comum com a IL-12RB1 e a subunidade comum com a familia
Janus Kinase (JAK2) [Di Meglio et al., 2011], media a atividade da IL-23 [Taleb et
al., 2009]. O gene da IL-23R, localizado no cromossomo 1 (1p31.3), codifica uma
proteina transmembrana de 629 aminoacidos. Sua expressdo ocorre em células
T ativadas ou de memoria, nas células NK, e, em menor quantidade, em
macrofagos e células dendriticas [Parham et al., 2002]

O SNP localizado na regido 3’ (UTR), +2199 A/C (rs10889677), pode
alterar o sitio de ligacdo de fatores de transcricdo ou a estrutura do RNA

mensageiro, e assim, influenciar tanto na expressao de IL-23R, quanto no
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processo inflamatorio através da atuacdo sinérgica entre 1L-23 e IL-17 [Chen et
al., 2011]. Além disso, foi relatada uma associacao entre o polimorfismo descrito
acima no gene do receptor IL-23R com a suscetibilidade a AR [Faragé et al.,
2008], e entre os outros SNPs, rs11209026, rs2201841 e rs1884444, com outras
patologias inflamatérias, como a Doenca Inflamatéria do Intestino [Venegas et al.,
2008], Artrite Psoridtica [Popadic et al., 2014] e Sindrome Inflamatodria de
Reconstituicdo Imune (SIR) [Ogola et al.,, 2014], respectivamente. Portanto, a
citocinas 1L-23 e o0 seu receptor (IL-23R) tém sido propostos como alvos

terapéuticos potenciais para a AR.

2.2.6 TNF-a

O fator de necrose tumoral alpha € uma citocina pré-inflamatéria potente
que desempenha um papel importante nas respostas inflamatoria e imune,
apresentando um papel chave nos processos patologicos da AR [Vassalli, 1992].
O TNF-a estimula a producéo de citocinas, aumenta a expressao de moléculas de
adesdo, promove ativacao dos neutrofilos e da diapedese e atua como um cofator
para a ativacdo das células T e na producado de anticorpos (Figura 12) [Lépez et

al., 2010].
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Figura 12. Envolvimento do TNF no desenvolvimento da AR, por ativagdo de células
endoteliais, mondcitos/macréfagos e de fibroblasto e sinoviécitos, que liberam
mediadores  inflamatérios e ativam células imunes. Adaptado de:
http://media.pharmacologycorner.com/wpcontent/uploads/2009/05/tnfmacropha-
ge.png Acessado em: 28/03/2016.

O TNF-a desempenha um papel fundamental na AR através da expressao
de citocinas e quimiocinas, na ativacdo de fibroblastos e sinoviécitos, na
promoc¢do da angiogénese e na supressao de células T reguladoras, podendo
assim resultar em edema nas articulacbes e dor, caracteristicas clinicas da
doenca [MclInnes e Schett., 2011]. Portanto, a inibigdo do TNF-a tem sido utilizada
como uma estratégia terapéutica particularmente bem sucedida, uma vez que, a

utiizacdo de drogas antirreumaticas modificadoras do curso da doenca
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(DMARDSs) contra o TNF-a melhorou drasticamente o tratamento da doenca
[Mclnnes e Schett, 2007; Venkateshan et al., 2009].

O gene que codifica o0 TNF-a esta localizado no cromossomo 6 (6p21.3),
dentro da regido de classe Il do MHC [Constantini et al., 2002], e as variacdes
genéticas na regido promotora desse gene tém sido associadas com uma vasta
gama de doengas autoimunes [Fragoso et al., 2014]. Por esta razdo, o SNP
localizado na posicéo -308 (-308 G/A), que afeta a expressao de TNF-a, pode ser
utilizado como um marcador de grande interesse tanto no inicio do tratamento e
no prognéstico e evolugdo da doenca. Estudos in vitro tém demonstrado que a
presenca de uma adenosina (alelo TNF2) em vez de uma guanosina (alelo TNF1)
na posicdo -308 pode ser responsavel pelo aumento geral da atividade de
transcricao [Wilson et al., 1997].

Véarios estudos examinaram as potenciais contribuicdes do polimorfismo
TNF-a -308 A/G para susceptibilidade a AR [Hussein et al., 2011; Al-Rayes et al.,
2011; Boechat et al., 2013; You et al., 2013]. Além disso, concentracdes elevadas
de TNF-a foram encontradas no plasma, fluido sinovial, e do tecido de pacientes
com AR [Wei et al., 2015]. Assim, dentre as citocinas mais estudadas na AR, 0
TNF-a apresenta destaque na utilizacdo da terapéutica e demonstra-se como um

forte candidato a biomarcador da doencga.

2.2.7 IFN-y

O interferon gamma (IFN-y), produzido por varias células, incluindo as
células NK, células T CD4+ e células T CD8+ [Billiau e Matthys, 2009], € uma
citocina chave no controle das respostas imunitarias dependentes de células Thl,

estando relacionada na prote¢cdo contra organismos intracelulares e no
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desenvolvimento de doencgas autoimunes [Kerekes et al., 2008]. IFN-y também
tem um efeito direto sobre a inflamacéo, através do aumento da expressédo do
complexo MHC (Complexo de Histocompatibilidade Maior) de classe Il e da
ativacdo de macrofagos na producdo de mediadores inflamatdrios, tais como
TNF-a, proteases, espécies reativas de oxigénio e o6xido nitrico [Firestein, 2005].
O gene IFN-y encontra-se no cromossomo 12 (12g24.1) e se estende por
cerca de 5,4 kb, contendo quatro éxons. Polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP
rs2430561) e microssatélites (rs3138557) no primeiro intron do gene foram
associados a uma quantidade alterada na producéo in vitro de IFN-y, uma vez
que este polimorfismo pode alterar a eficiéncia de ligacdo do NF-kB [Pravica et
al., 2000] e, assim, influenciar na progressao da doenca autoimune. Embora
pequenas quantidades de IFN-y sejam produzidos por células T sinoviais [Garcia-
Bermadez et al., 2012], o0s niveis séricos de IFN-y foram encontrados
significativamente mais elevados em pacientes com AR [Kerekes et al., 2008],
além da diminuicdo da producdo desta citocina por células T CD8+ durante o
tratamento com bloqueadores de TNF-a [Aravena et al., 2011], demonstrando

assim a importancia do IFN-y no processo patoldgico da AR.
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3. Hipotese

Polimorfismos funcionais em genes de citocinas importantes na Artrite
Reumatoide poderiam influenciar na funcdo ou expressdo dessas moléculas, e
assim, estarem associados com a susceptibilidade ou caracteristicas clinicas
desta doenca, o que poderia levar a identificacdo de possiveis marcadores para

esta patologia.
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4. Objetivos

4.1 Geral

Analisar a presenca de polimorfismos em genes de citocinas em pacientes
com Artrite Reumatoide e individuos saudaveis e verificar se existe associacao
com a susceptibilidade a doenca e suas caracteristicas clinicas na populacdo do

interior do Estado de Sao Paulo, Sudeste do Brasil.

4.2 Especificos

1. Determinar a frequéncia dos polimorfismos nos genes das citocinas IL-6
(rs180079518), IL-12B (rs3212227) IL-17A (rs2275913), IL-17F (rs763780), IL-18
(rs549908), IL23R (rs10889677), TNF-a (rs1800629), IFN-y (rs2430561) em

pacientes com AR e individuos saudaveis.

2. Analisar as frequéncias das principais caracteristicas clinicas da AR na

populacao estudada.

3. Avaliar o grau de associacdo desses polimorfismos com a
susceptibilidade a doenca e com suas principais manifestacfes clinicas da

doenca.
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Abstract

Polymorphisms in IL-18, IL-12 and IFN-y genes are associated with different levels
of cytokines expression and have been associated with Rheumatoid Arthritis (RA).
IL-18 +105 A/C, IL-12B +1188 A/C and IFN-y +874 T/A polymorphisms were
analyzed by RFLP-PCR and ARMS-PCR from 90 RA patients and 186 healthy
individuals. There were significant differences to IL-18 +105 A/C polymorphism
between the RA and control groups (OR=3.77; P<0.0001). Individual carriers of
the variant allele C had a 3.77-fold increased risk of for RA (p=0.0032). No
association was observed for IL-12B and IFN-y polymorphisms. Our finds suggest
a possible role for IL-18 polymorphism in the RA susceptibility in studied

population.

Key words: Rheumatoid; Arthritis; Cytokines; Polymorphism.
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Rheumatoid Arthritis (RA) is an autoimmune disease that could affects
multiple tissues and systems, especially promoting joints destruction. Its
prevalence is about 1% in general population, and women are mostly affected, in a
ratio of 3:1. The pathogenesis of the disease points out to an interaction of
environmental and genetic factors, among them, the immune response mediated
by cytokines [1,2].

Interleukin  (IL)-18 is an important proinflammatory cytokine in the
pathogenesis of autoimmune diseases, since acts as a costimulant for the
production of IFN-y, and leads to the production of IL-2, IL-12, and tumor necrosis
factor-a [3]. IL-18 can improve the infiltration of inflammatory cells into the synovial
tissues, increasing the manifestation of RA [4]. Among the polymorphisms in the
IL-18 gene, the SNP at position +105 A/C (rs549908) has recently attracted
attention, and related with RA [5] and other diseases as Systemic Lupus
Erythemathosus (SLE) [6], Kawasaki disease [7] and Asthma [8].

IL-12 is a cytokine composed by two components, the p35 (IL-12A) and p40
(IL-12B), and is a key role in the differentiation or IFN-y production by RA synovial
tissue, mainly by acting on synovial T cells. It also influences Thl immune
response and can induce the differentiation of natural killer and CD4 T cells [9]. A
previous study showed that the IL-12 +1188 A/C (rs3212227) polymorphism can
decrease the IL-12 production [10].

IFN-y are produced by synovial T cells and playing a central role of
activated T cells known as Thl helper cells. The SNP +874 T/A (rs2430561) may
reduce the levels of IFN-y, since this polymorphism alter the efficiency of binding
of nuclear factor-kB and thus could influence in the progression of autoimmune

disease [11]. Thus, the aim of this study was to find out whether the SNPs IL-18
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+105 A/C, IL-12B +1188 A/C and IFN-y +874 T/A are associated with susceptibility
to RA.

The patient group consisted of 90 individuals with RA at the Division of
Clinical Immunology of the Hospital of Clinicas of Ribeirdo Preto of University of
Séao Paulo, Brazil . One hundred and eighty six healthy blood donors constituted
the control group with mean age 35.65 (SD £10.14). All the participants inhabited
the same geographic region and the distributions of gender between the case and
control groups were identical. The diagnosis of RA was in agreement with the
American College of Rheumatology/European League Against Rheumatism
(ACR/EULAR) classification criteria [12]. The Ethics Committee of the Health
Sciences Center of University of Sdo Paulo approved the study (protocol
2981/2009), and informed consents were gained from all patient and control
groups in the study.

The IL-18 +105 A/C and IL-12B +1188 A/C polymorphisms were detected
by RFLP-PCR (restriction fragment length polymorphism-polymerase chain
reaction) using primers 5- TGTTTATTGTAGAAAACCTGGAATT-3 (sense) and
5- CCTCTACAGTCAGAATCAG-T-3' (antisense) to 1L-18 SNP and 5'-
GATATCTTTGCTGTATTTGTATAGTT-3 (sense) and 5'-
AATATTTAAATAGCATGAAGGC-3 (antisense) to IL-12B SNP. After PCR, the
products were digested with the Taqgl enzyme restriction as previously described
by Lee et al. [5] and Carvalho et al [13], respectively. The genotyping of the IFN-y
+874 T/A polymorphism was performed using ARMS-PCR (amplification refractory
mutation system), using specifics primers (5’-generic
TCAACAAAGCTGATACTCCA-3’; T-specific primer 5'-

TTCTTACAACACAAAATCAAATCT-3’and A-specific primer 5TTCTTACAACACA-
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AAATCAAATCA-3’), the protocols was based on Carvalho et al. [13]. The
products of digestion and amplicons were stained with Blue Green Loading Dye
(LGC Biotechnology), subjected to electrophoresis on 3% agarose gel and
visualized in UV light. A total of 20% of samples were randomly chosen for
sequencing to verify genotyping results.

The genotype distribution and allele frequencies between the RA patients
and controls were compared using the x>-test. The odds ratio (OR) and 95%
confidence interval (Cl) were used as a measure of the strength of the association
between SNPs and RA. Data analysis was performed using BioEstat 5.0, which
also was used to test Hardy-Weinberg equilibrium for genotype distributions in the
cases and controls. P<0.05 was considered significant. Power analyses in terms
of effect-size calculations were assessed in all cohorts using the G*Power 3.1
software [14].

In this case—control study, we analyzed the association between the
polymorphisms in the IL-18, IFN-y and IL-12B genes and RA susceptibility.
Genotype frequencies for both patients with RA and controls were in Hardy-
Weinberg equilibrium, except for SNP IFN-y +874 T/A and SNP IL-18 +105 A/C in
the patient group. In a total of 90 RA patients the mean age was 56.34 (SD +
11.67), 91.2% were women, 71.2% were rheumatoid factor positive, 81,1% and
18.9% were Caucasian-derived and African-derived, respectively, 60% had ACPA
strongly positive (>60 IU/mL), 58% had the smoking habit and 64.4% had DAS28
25.1.

A significant difference for IL-18 +105 A/C polymorphism between RA
patients and controls was observed in this study and RA individuals carriers of the

C allele (AC + CC genotypes) showed higher risk for RA (OR= 3.77) (Table 1).

47



Power calculations revealed that with a 5% significance level and the parameters
of our study, the sample size would be able to detect an overall mean difference
between the groups (Power (1-B err prob) = 0.9955). On the other hand, Lee et al
evaluating RA Asian patients showed an association with A allele [5]. Furthermore,
similar findings to our results has been also described in other inflammatory
diseases such as Systemic Lupus Erythematous [6], Kawasaki Disease [7] and
Asthma [8]. It is important to note, to our knowledge, no published study has
attempted to indicate the relationship of the SNP IL-18 +105 A/C with RA in
Brazilian population up to now. A functional study demonstrated a significant
association between IL-18 +105 A/C polymorphism and the capability to produce
IL-18 by purified monocytes [15]. Recently, is increasing the interest of IL-18 as a
therapeutic target in RA [16], since the IL-18 interacts with IL-12, acts as a potent
inducer of IFN-y production from established Th1 cells and could be produced by
monocytes/macrophages, articular chondrocytes, dendritic cells, synovial
fibroblasts and keratinocytes [3]. Moreover, altered levels of IL-18 sometimes
induce pathological effect in various organs and has been demonstrated its
participation in the induction and perpetuation of chronic inflammation in RA [16].
The IL-12 and IFN-y are proinflammatory cytokines and their levels or SNPs
are associated with autoimmune disease such as RA [9,11]. The SNP IL-12B
+1188 A/C had been associated with some inflammatory disease, as Psoriatic
Arthritis [17] or Asthma [18]. Similarly, the SNP IFN-y +874 T/A were statistically
related with SLE [19] and Asthma [20]. However no association for both these IL-
12B and IFN-y polymorphisms and RA was observed in our analysis, moreover it

is important to note the lack of studies about these associations.
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In conclusion, the IL-18 +105 CC genotype and C allele were associated
with increased susceptibility to Brazilian RA patients. Although our data indicate
that the IL-18 gene polymorphism could be a possible candidate genetic marker to
susceptibility for RA further functional studies are needed to clarify better the

participation of this SNP in the development of disease.
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Table 1. Genotypic and allelic frequencies of the IL-18 (+105 A/C),
IL-12B (+1188A/C) and IFN-y (+874T/A) polymorphisms in
patients with rheumatoid arthritis (RA) and controls.

Patients  Controls 0
IL-18 N (%) N (%) OR (95% CI) P
Genotyp
e
AA 15 (16.7) 80 (43.1)
AC 68 (75.5) 92 (49.4)
CC 7 (7.8) 14 (7.5) 3.7736 (2.01-7.05)* <0.0001*
Allele
A 98 (54.5) 252 1
(67.7)
C 120 0.0032
82 (45.4) (32.3) 1.7571 (1.21-2.53)
Patients  Controls 0
IL-12B N (%) N (%) OR (95% CI) P
Genotyp
e
AA 49 (54.4) 98 (52.7)
AC 35(38.9) 70(37.6)
CcC 6 (6.7) 18 (9.7) 0.9318 (0.56-1.54)* 0.8843*
Allele
A 133 266 1
] 739 (715) 06276
47 (26.1) (28.5) 0.8868 (0.59-1.32)
Patients Controls 0
IFN-y N (%) N (%) OR (95% CI) P
Genotyp
e
TT 21 (23.4) 45 (24.2)
TA 34 (37.8) 77 (41.4)
AA 35(38.8) 64 (34.4) 1.2006 (0.66-2.15)* 0.6426*
Allele
T 76 42.3) 167 1
(44.9)
A 104 205 0.6164
(57.7) (55.1) 1.1148 (0.77-1.59)

Bold means significance; OR — odds ratio; Cl — confidence interval,

P - P value of OR; * - dominant model.
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ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic systemic autoimmune disease of unknown
etiology. Given the fact that inflammation is related to RA onset and progression,
we hypothesized that the functional polymorphism in the IL-23R (rs10889677) or
TNF-a (rs1800629) genes should also be associated with the susceptibility to RA
and clinical manifestations. Once the IL23R is a cytokine receptor for IL-23,
important mediator of the inflammatory process by promoting the expansion of
Th1l7 cells, which have been associated with the induction of autoimmunity,
elevated levels of TNF-a are found in synovial fluid and synovial tissue of RA
patients. To test our hypothesis, we performed a case—control study consisted by
90 RA cases and 189 healthy controls. Genotyping for two SNPs were performed
by polymerase chain reaction — restriction fragment length polymorphism. Our
results showed that individual carriers of the variant allele A (AA + AC genotypes)
at position +2199 in IL23R gene had a 3.46 fold increased risk for RA. However,
none statistical association was observed between TNF-a polymorphism and RA
risk or when were evaluated clinical manifestation and the two studied
polymorphisms. In conclusion, our study presents an evidence of association

between IL-23R polymorphism and RA susceptibility in a Brazilian population.

Key words: Rheumatoid arthritis; Cytokines; IL-23R; TNF-a; Polymorphisms
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INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is a complex, multifactorial, inflammatory disease
of unknown etiology. Epidemiological studies have demonstrated that RA affects
0.5-2% of the world’s population [1], while in Brazil, the incidence is 0.2%-1.0% [2-
3]. RA is characterized by inflammation and destruction of synovial joints, which
can result from the interaction of both individual and environmental factors, such
as sex, age, ethnicity, infectious agents, smoking, and socioeconomic conditions
[4]. Epidemiological evidence indicates that genetic factors are the most important
in the pathogenesis of RA [5], among them, the involvement of polymorphisms in
cytokines genes have been supported, once, altered levels of cytokines are
observed in the affected tissues and serum of RA patients [1,6-8].

Interleukin 23 (IL-23) is a key pro-inflammatory cytokine in the regulation of
immune cells functions, e.g. the differentiation of Th17 lymphocytes, sharing with
IL-12 the p19 subunit, specific and highly avid for IL-23R [9]. IL-23R, was proved
to be a molecular key to the development and maintenance of this I1L-23/IL-17
inflammatory signal transduction pathway [10]. The IL-23R gene is located in locus
1p31 and its product interacts with IL-23 [11]. The SNP located in the 3’-
untranslated region (UTR), +2199A/C (rs10889677), that could alter the
transcription factor binding sites or the structure of messenger RNA, which might
influence the expression of IL-23R, and the inflammatory process by controlling
the synergistic combination of IL-23 and IL-17 [12].

The tumor necrosis factor alpha (TNF-a) is a potent immune mediator and
pro-inflammatory cytokine that stimulates T cell immune response, overexpression
of endothelial adhesion molecules, neutrophil activation and antibody production

[6,13]. Thus, the TNF-a has been reported to be associated with several
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autoimmune diseases including RA [4, 14, 15], SLE [16], and Psoriatic Arthritis
[17]. The TNF-a gene is located in locus 6p21.3, within the class Il region of MHC
[18]. Genetic variation in the promoter region of TNF has been associated with
different expression levels, and some inflammatory disorders [19-21]. An
intensively studied polymorphism is the substitution of G for A at position -308
(rs1800629) [4, 14, 22-25]. Very few studies are available about the association of
these genes with RA in South America populations. Besides, to our knowledge,
this work is pioneer in the study of IL-23R +2199 A/C and TNF-a -308 G/A
polymorphisms in Brazilian RA patients.

The knowledge on cytokines role in the development of RA does not only
provide a better understanding about the RA risk but also its participation in
several clinical manifestations. Some cytokines, such IL-23 and TNF-a , play an
important role mediating joint inflammation and destruction in RA and may serve
as biomarker of disease susceptibility and inflammation monitoring. Therefore, the
aim in the current study was to investigate whether both polymorphisms, IL-23R
+2199 A/C and TNF-a -308 G/A, are associated to RA susceptibility in a

Southeastern Brazilian population.
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MATERIALS AND METHODS

2.1 RA patients and healthy controls

Blood samples were collected from 90 RA patients from Division of Clinical
Immunology of the Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto (University of S&o
Paulo, Brazil). All patients were classified according the American College of
Rheumatology Criteria, 1987 [26]. One hundred eighty-nine healthy volunteers
were blood donors and all were previously genotyped for HLA haplotypes (HLA-A,
B, C, DR and DQ) as exclusion criterion for autoimmune diseases. The Ethics
Committee of the Health Sciences Center of University of Sdo Paulo approved the
study (protocol 2981/2009), and written informed consent was obtained from all

subjects.

2.2 Clinical features and disease activity

The clinical and environmental data such as sex, age, age at disease onset,
disease duration, ethnicity, Anti-Citrullinated Proteins Antibody (ACPA),
Rheumatoid Factor (RF), Erythrocyte Sedimentation Rate (ESR), C-reactive
protein and smoking habit were obtained. Disease activity was assessed using the

Disease Activity Score 28 joints (DAS28) [27].

2.3 Autoantibody analyses
RF was detected by nephelometry, and the test was considered positive at
concentrations > 10 IU/mL. ACPA immunoglobulin G detection was performed

using commercial ELISA kits according to the manufacturer’s instructions (Quanta
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Lite anti-CCP 2; Inova, San Diego, CA, USA) and was considered positive at

concentrations > 20 IU/mL.

2.4 Genotyping
IL-23R

IL-23R genotyping was performed by polymerase chain reaction restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP). Primers sequences for IL-23R
+2199A/C gene are as follows: sense 5-AGGGGATTGCTGGGCCATAT-3’, anti-
sense 5'- TGTGCCTGTATGTGTGACCA-3'. The conditions of the PCR were
based on Bin Chen and cols. [12]. To digest the PCR product, 1 U of MnLI (Jena
Bioscience) was incubated for 15 minutes as of manufacturer’s instructions. The
digested PCR product was fractionated on 3% Agarose gel and visualized after
staining by ethidium bromide. The fragments to A/A, A/C and C/C genotypes were,

215 pb, 215, 154 and 61 and 154 and 61, respectively (Anexo ).

TNF-a

To genotyping the TNF-a -308 G/A polymorphism was carried out a PCR-
RFLP. Based on Cabrera and cols. [28], were used the following primer
sequences (forward primer 5’- AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’; and reverse
primer: 5- TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3’). After digestion with Ncol
(Fermentas), the PCR product with G allele was digested to 2 fragments of 87 and
20 bp, while the A allele was digested in 1 fragments of 107 bp. The digested PCR
product was fractionated on 3% Agarose gel and visualized after staining by

ethidium bromide (Anexo II).
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2.3 Statistical Analysis

The genotype distributions and allelic frequencies for the IL-23R and TNF-[] genes
polymorphisms for AR patients and controls were compared using the chi-squared
test or exact Fisher's exact test. Results were considered statistically significant
when the probability of findings occurring by chance was less than 5% (P<0.05).
The odds ratios (OR) were calculated from genotypic frequency and allelic
frequency with a 95% confidence interval (Cl) for the IL-23R and TNF genes

polymorphisms. All data were statistically analyzed with the BioEstat 5.0 software.
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RESULT

Clinical Characteristics of Patients

The demographic and clinical characteristics of the 90 RA patients are
shown in the Table 1. The female:male ratio was 10:1 and the mean age was 56.3
years. For the healthy controls, the female:male ratio was 4:3 and the mean age
was 51.2 years. The positivity to ACPA was 65.6%, result similar to RF. According
to the DAS 28, 64.4% of patients presented at least moderate disease activity

(DAS28>3.2). About 50% of patients had a current or past smoking habit.

Association between polymorphism and RA

As summarized in Table 2, to evaluate the influence of IL-23R and TNF-a
polymorphisms in RA susceptibility, genotypic and allelic frequencies of SNPs
among patients and controls were compared. Individuals carrying the IL-23R
+2199 A allele (A/A+A/C genotypes) were significantly more frequent in patients
than controls groups (76.58% vs 48.67%, respectively), conferring a 3.46-fold
(95% CI: 1.96-6.09; p <0.001) increased risk for RA. Similarly, a 1.63-fold
increased risk for RA was found for A allele (95% CI: 1.13-2.35; p = 0.01).

Furthermore, we examined the association between each SNP and clinic or
laboratorial aspects, such as disease activity and presence of RF or ACPA (Table

3 and 4). However, none significant association was observed.
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DISCUSSION

In this case-control study, we firstly investigated the association of IL-23R
+2199A/C genetic polymorphism on influencing RA in 90 Brazilian subjects by
association analysis. The major finding of our study was that individuals with the
A/A and A/C genotypes might be more susceptible to RA compared to those with
the C/C genotype, suggesting that the A allele of the IL-23R +2199A/C
polymorphism may increase the risk of developing RA, in addition the OR test
showed that the A allele confer increased risk to RA. To the same polymorphism,
a higher frequency of A/A genotype in patients with RA were demonstrated by
Faragdb and cols in 2008 [30] studying Hungarians. Other polymorphisms
(rs1343151, rs10489629, rs7517847) located in IL-23R gene have been related
with RA, as described by Chen-Xu and cols in 2012 [31], in a study with
Caucasian.

To our knowledge, our results show for the first time a risk effect of A allele
of the IL23R +2199A/C polymorphism to RA susceptibility in Brazilian RA
population. It's important to note, few studies are available to compare our findings
with other populations. However, IL-23R polymorphisms have currently received
an increased number of researches investigating the influence of these SNPs in
inflammatory disease, as inflammatory bowel disease [32], psoriatic arthritis [33]
and Immune Reconstitution Inflammatory Syndrome [34]. This SNP, which could
alter the expression of IL-23R, may be a biomarker of early diagnosis or the
progression of RA. We hypothesized that the IL23R +2199A/C polymorphism may
be associated with the absence or presence of RF or ACPA, but our results did not

show any significant association. Although this is a preliminary conclusion,
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validation by a larger prospective study from a more diverse ethnic population is
needed to confirm these findings.

Several SNPs have currently been identified for the human TNF-a gene and
many of them have been linked to the development of inflammatory disease in
many populations [4, 16, 17]. Understanding how these SNPs impact TNF-a level
in human serum would be important for exploiting this pathway clinically, once the
use of TNF-a inhibitors has improved significantly the RA treatment and the effects
of a TNF-a blockade are influenced by the expression of TNF on synovial tissue
and the synovia infiltration by TNF-a producing cells [35].

In our study, we selected a functional polymorphism, the TNF-a -308G/A, to
identify possible associations between the polymorphism and clinical features or
an elevated risk to RA. The comparison of the TNF SNP allelic and genotypic
distribution in AR patients and controls groups showed no difference. By the same
way, there was no statistical difference in TNF-a -308G/A polymorphism genotypic
and allelic frequencies among AR patients regarding clinical characteristics.

Our results to TNF-a -308G/A polymorphism is in according with the results
of Boechat and cols [22], which found that this SNP in the TNF-a gene was not
significantly associated with RA in the Brazilian Amazon population. The same in
other populations, as Caucasian [23], Turkish [36], Chilean [37], Macedonian was
observed [24]. Furthermore, a meta-analysis by Gwan Gyu Song and cols [38]
showed lack of association between the studied SNP and RA in European, Arab
and Asian ethnic groups. On the other hand, previous studies have been
examined the significant contribution of TNF-a —-308 G/A polymorphism to

susceptibility or clinical features of RA in different populations, such as Chinese
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[14], Saudi [4], Mexican [15], Egyptian [25]. The genetic heterogeneity among
those populations may explain the controversial results.

In conclusion, the present study provides first evidence that the IL-23R
+2199A/C polymorphism is associated with RA susceptibility, but not with clinical
features, such as disease activity, presence of RF or ACPA, while no association
was found for the TNF-a -308 polymorphism in this Brazilian RA population.
Further functional studies are needed to better elucidate the relationships between

the IL-23R +2199A/C polymorphism and RA.
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Table 1. Demographic and clinical features of RA patients

Number of patients

Age (years)

Age at onset (years)

Disease duration (years)

Ethnicity
Caucasian-derived
African-derived

RF

RF
Positive (>10 IU/mL)
Negative

ACPA

ACPA
Negative (<20 IU/ml)

Moderately positive (20 — 60

IU/mL)

Strongly positive (>60 1U/mL)

DAS 28
Remission (<2.6)
Low/moderate (2.6-5.1)
High (=5.1)

Smoking
Yes
No

90 (F =82, M = 8)
56 + 11.6 (27-87)
45 +13.1 (19-83)
9 +4.5 (2-34)

73 (81.1%)

17 (18.9%)

599 IU/mL (14-8380
IU/mL)

64 (71.2%)
26 (28.8%)

183 IU/mL  (24-798
IU/mL)

31
5
54

0
31 (34.5%)
59 (64.4%)

52 (58%)
38 (42%)

Parameters are presented as mean, standard deviation (%)
range (min-max) or number; RF= Rheumatoid factor; ACPA=
Anti-Citrullinated; DAS28=disease activity score 28 joints.
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Table 2. Genotypic distribution and allelic frequencies of the IL23R gene (+2199 A/C)
and TNF-a promoter (-308 G/A) polymorphisms in patients with rheumatoid arthritis
(AR) and controls.

IL23R AR patients Controls P OR (95% CI) p*
N = N =
90 % 189 %
Genotype
AA 12 13.3 34 18.0
AC 57 63.3 58 30.7
cC 21 23.3 97 51.3
AA+ACxCC 6921 92/97 0.0001* 3.46 (1.96-6.09)* <0.001*
Allele
A 81 45.0 126 33.3 0.007 1.63 (1.13-2.35) 0.01
C 99 55.0 252 66.7 1
AR patients Controls = OR (95% CI) pP*
TNF
N = % N = %
90 184
Genotype
GG 65 72.2 142 77.2
GA 23 255 40 21.7
AA 2 2.2 2 11
GG +GAxXAA  88/2 182/2 0.50" 0.48 (0.06-3.48)" 0.84"
Allele
G 153 85.0 324 88.0 0.34 0.7695(0.45-1.28) 0.38
A 27 15.0 44 12.0 1

P- P value of exact fisher test; P* - P value of X* test; OR — odds ratio; Cl — confidence interval; P* - P

value of odds ratio; * - AA + AC versus C/C genotypes; - AA versus other genotypes.
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Table 3. Genotypic and allelic frequencies of IL-23R (+2199A/C) polymorphism in RA patients stratified by clinical characteristics.

Genotyp
el DAS 28 P value Rheumatoid factor P value ACPA P value
allele
Low/modera High Positive Negative Positive Negative
(N = 31) (N=59) (N=64) (N=26) (N=59) (N=31)
N % N % N % N % N % N %
AA 12.9 13.5 ref 14.1 11.5 ref 11.9 16.1 ref
AC 22 70.9 35 593 0.98 40 625 17 654 0.97 37 627 20 645 0.91
CC 5 16.2 16 27.2 0.85 15 234 6 23.1 0.84 15 254 6 194 0.70
A 30 48.3 51 43.2 ref 58 453 23 44.2 ref 51 432 30 484 ref
C 32 51.7 67 56.8 0.61 70 547 29 558 0.96 67 568 32 516 0.61

N — number of subjects; P value — P value of Odds ratio; ref — reference; ACPA= Anti-Citrullinated Proteins Antibody;

DAS28=disease activity score 28 joints.
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Table 4. Genotypic and allelic frequencies of TNF (-308G/A) polymorphism in RA patients stratified by clinical characteristics.

Genotyp
el DAS 28 P value Rheumatoid factor P value ACPA P value
allele
Low/ meoderat High Positive Negative Positive Negative

(N = 31) (N=59) (N=64) (N=26) (N=59) (N=31)

N % N % N % N % N % N %
GG 21 67.8 44 746 ref 46 718 19 731 ref 43 729 22 709 ref
GA 9 29.0 14 237 0.73 16  25.0 7 26.9 0.87 15 254 8 25.8 0.86
AA 1 3.2 1 1.7 0.81 2 3.2 0 0 - 1 1.7 1 3.3 0.77
G 51 823 102 86.4 ref 108 844 45 86.4 ref 101 856 52 839 ref
A 11 17.7 16 136 0.59 20 156 7 14.6 0.89 17 144 10 161 0.93

N — number of subjects; P value — P value of Odds ration; ref — reference; ACPA= Anti-Citrullinated Proteins Antibody;
DAS28=disease activity score 28 joints.
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Abstract

Rheumatoid Arthritis (RA) is an autoimmune disease that could affects several
organs and especially joints. The etiology of RA remains unknown, however, the
immune responses mediated by cytokines have been shown to be important in the
RA pathogenesis. Thereby, we analyzed the SNPs in IL-6, IL-17A and IL-17F
genes and its participation in the RA development or clinical features. In this case-
control study, was investigated the association between the IL-6 -174 G>C, IL-17A
-197G>A and IL-17F +7488 A>G polymorphisms and RA susceptibility or clinical
characteristics in 90 RA patients and 188 healthy individuals Brazilian. The SNPs
IL-6 -174 G>C and IL-17F +7488 A>G were associated with clinical features, such
as rheumatoid factor, anticitrullinated protein antibodies and DAS28. None
association was observed with RA susceptibility. Our results present evidence for
the first report of association between the IL-6 and IL-17F polymorphisms with RA

clinical features in a population from Brazil.

Key words: Rheumatoid Arthritis; Cytokines; Single Nucleotide Polymorphisms.
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Introduction

Rheumatoid Arthritis (RA) is a chronic autoimmune disease characterized
by affect primarily joint, causing pain and articular destruction [Harris, 1990].
According its progression, the risk of disability or death may be up to 30% and
50%, respectively [Mikuls et al., 2002], resulting in a poor quality of life and high
mortality rate [Nanke et al., 2002]. RA is influenced by genetic, environmental and
immunological factors, including increased expression levels of cytokines, mainly
in the affected joints during the course of disease [Brennan and Beech, 2007].
Cytokines are proteins involved in immune response and play crucial roles in
common pathways inflammatory. Therefore, several studies have focused on the
participation of many interleukin in the pathogenesis of RA [Paradowska-Gorycka
et al., 2010; Song et al., 2014, Li F et al., 2014; Li X et al., 2014; Bogunia-Kubik et
al., 2015; Shen et al., 2015; Wei et al., 2015].

The interleukin-6 (IL-6) is multifunctional proinflammatory cytokine that acts
as a key mediator in the acute phase of RA, and high levels are found in the
synovial fluid of these patients [Chung et al., 2011; Solus et al., 2015]. Its gene is
located in the chromosomal region 7p21pl5 and organized into five exons and
four introns [Chen et al., 1989]. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the
promoter region of this gene results in altered expression of IL-6 [Fishman et al.,
1998]. Among them, the functional polymorphism at position -174 (IL-6 -174 G>C)
(rs1800795) is related with the IL-6 transcriptional activity [Wypasek et al., 2010],
once creates a potential binding site for the transcription factor NF-1 [Fishman et
al., 1998], which demonstrated be a repressor of gene expression in HelLa cells

[Rein et al., 1995]. Moreover, has been associated with susceptibility or
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progression of autoimmune diseases [Fishman et al., 1998; Libra et al., 2006;
Asano et al., 2013]. Recent studies suggested the IL-6 -174 G>C polymorphism
influence in the development of RA in Chinese populations [Li F et al., 2014; Li X
et al., 2014].

The interleukin 17 (IL-17) is an important family of cytokines composed by
six members (IL-17A to F), which play key roles in innate and adaptive immune
systems. Among them, IL-17A and IL-17F are the two main effective factors
produced by T-helper-17 cells (Th17) [Mchenga et al., 2008] that are related in the
development of allergic, autoimmune diseases and acts against bacterial and
fungal infections [Liu et al., 2009; Qian et al., 2010]. IL-17A and IL-17F genes are
mapped on the same chromosome at position 6pl2 and presents 50% of
homology [Kolls and Lindén, 2004]. Furthermore, these interleukin are related with
the induction the expression of various cytokines, chemokines and adhesion
molecules by human epithelial cells [Hizawa et al., 2006].

High levels of IL-17A and IL-17F was observed in inflamed synovia of RA
patients, showing its importance in the pathogenesis of RA [Chabaud et al., 1999;
Shahrara et al., 2009; Li N et al.,, 2013]. Moreover, recent studies found IL-17
polymorphisms associated with RA. SNPs IL-17A -197G>A (rs2275913) and IL-
17F +7488 A>G (rs763780) have been related with development and its clinical
features of disease [Bogunia-Kubik et al., 2015; Shen et al.,, 2015] due the
participations of these SNPs in the expression or function of those cytokines. The
IL-17A polymorphism is located in the upstream region of the IL-17A gene in the
binding motif for the nuclear factor activated T cells (NFAT), an important regulator
of the IL-17 promoter, and thereby influences in the IL-17A transcription [Espinoza

et al., 2011]. While the IL17-F SNP causes a His-to-Arg substitution at amino acid
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161 (H161R), which promote a decrease in the ability of IL-17F to induce
expression of certain cytokines and chemokines [Kawaguchi et al., 2006].

Thus, we evaluated of IL-6, IL-17A and IL-17F genes as candidates for RA
and the possible association with disease susceptibility, disease progression and

clinical features.
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Materials and Methods

Study subjects and samples

A case-control study was conducted to analyze IL6, IL-17A and IL-17F
polymorphisms in patients with RA recruited at the Division of Clinical Immunology
of the Clinical Hospital of Ribeirdo Preto of University of Sdo Paulo, Brazil, and
healthy individuals blood donors from Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, Sao
Paulo, Brazil. The RA group was comprised of ninety patients with diagnosis of RA
in agreement with the American College of Rheumatology/European League
Against Rheumatism (ACR/EULAR) classification criteria [Britsemmer et al., 2011],
while the control group was composed of 188 healthy subjects without RA that
were previously genotyped for HLA haplotypes (HLA-A, B, C, DR and DQ) as
exclusion criterion for autoimmune diseases. All the study subjects share the same
geographic region, and there are no significant variations in the gender distribution
between the cases and controls.

The genetics analyses were conducted at the Laboratory of Genetics,
Biochemistry and DNA sequencing, Professor Tania Falcao of the Rural Federal
University of Pernambuco (Recife, Brazil). Each subject gave informed consent for
the participation and the Research Ethics Committee of the Health Sciences

Center of University of S&o Paulo (protocol 2981/2009) approved the study.

Clinical characteristics
Demographic and clinical data as sex, age, smoking habit, age at disease
onset, disease duration, erosion presence, anti-citrullinated proteins antibody

(ACPA), rheumatoid factor (RF), erythrocyte sedimentation rate (ESR) and C-
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reactive protein were obtained from all patients by interview or review in the
medical records by medical staff. Disease activity was assessed using the Disease

Activity Score 28 joints (DAS28) [van Gestel et al., 1998].

Autoantibody analyses

RF was assayed by nephelometry and value >10 IU/ml was considered
positive. According to the manufacturer’s instructions, ELISA was performed to
detected the ACPA immunoglobulin G (Quanta Lite anti-CCP 2; Inova, San Diego,

CA, USA) and was considered positive at concentrations >20 1U/ml.

IL6, IL-17A and IL-17F polymorphisms analysis

The genomic DNA was prepared from peripheral blood collected in EDTA-
anticoagulated tubes and DNA was extracted using standard methods.
Genotyping was performed by polymerase chain reaction (PCR) restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) and amplification-refractory mutation
system (PCR -ARMS) using Gotag® ColorLess Master Mix (PROMEGA). Primer
sequences 5-TCCCCCTAGTTGTGTCTGGCG-3'(G allele), 5-
CTGCACTTTATCCCCTAGTTGTGTCATGCC-3' (C allele) and 5'-
TGAGGGTGGGGCCAGAGC-3’ (reverse) to IL-6 SNP (Anexo IllI), 5'-
AACAAGTAAGAATG-AAAAGAGGACATGGT-3 (sense) and 5'-
CCCCCAATGAGGTCATAGAAGAATC-3'(antisense) to IL-17A  SNP, 5'-
ACCAAGGCTGCTCTGTTTCT-3’ (sense) and 5-GGTAAGGAGTGGCATTTCTA-
3’(antisense) to IL-17F SNP were used.

PCR products were digested with the restriction enzyme EcoNI to IL-17A

SNP (Anexo IV) and Nlalll to IL-17F SNP (Anexo V) (New England Biolabs,
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Beverly, MA, USA) at 37°C overnight, separated on 3% agarose gel and detected
by Blue Green Loading Dye (LGC Biotechnology). The condition of PCR and
digestion to IL-6 SNP was based on Unfried et al. (2003), while to IL-17A and IL-

17F SNPs on WU et al. (2010).

Statistical analysis

Deviation from Hardy—Weinberg equilibrium (HWE) was tested in cases and
controls separately using a x? test with one degree of freedom and a threshold of
p<0.05. Allele frequencies were estimated by direct counting. The associations
between the polymorphisms and risk of development of RA were estimated by
odds ratio (OR) and their 95% confidence intervals (CIs) calculated. Associations
of RF, DAS 28 and ACPA with genotype were analyzed using the OR. All

analyses were done using BioEstat software 5.0.
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Results
3.1 Clinical characteristics of RA patients

The RA cohort included patients with mean age of 56 (19-87) years and
predominance of women (9:1). Based on clinical history the mean of age at onset
of the disease was 45 (19-83) years and the mean duration for our sample was 13
(3-39) years. Patients were classified as per ACR/EULAR criteria into those with
remission (<2.6), low/moderate (2.6-5.1), and high (=5.1) disease activity using
DAS28 score. In our study 50% of the patients presented high degree of disease
activity and the serological results indicated that 71% and 65% were positive to RF
and ACPA present, respectively. The demographic, clinical and laboratory features

of the RA patients are presented in Table 1.

3.2 Association of SNPs with AR and/or clinical characteristics

The genotypic distribution of polymorphisms studied between both groups
were in agreement with the prediction under the condition of Hardy—Weinberg
equilibrium, except to patients group to SNPs IL-6 -174 G>C and IL-17F +7488
A>G.

We compared the genotype distribution and allele frequencies of each SNP
between RA patients and normal subjects using x2 and Odds Ratio test to
examine the potential influence of the polymorphism on susceptibility to RA, as
shown in Table 2. However, the presence of the polymorphic variant did not differ
significantly between patients and controls to SNPs studied.

We verify the possible association between the clinical features of RA and
each polymorphism. To this analyze, the patients were stratified by genotypes and

compared with DAS28, RF and ACPA.
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Regarding to IL-6 gene, when compared the high-producer genotype (G/G)
versus low-producers genotypes (G/C + C/C) with the positivity to RF and ACPA,
was observed a significant association. The G/G patients had 4.47-fold risk to
presence of RF (Cl = 1.6964-11.7982; p = 0.0038) and 3.91-fold risk to ACPA (CI
=1.5646- 9.7804; p = 0.0057), but not relation was observed with DAS28.

On the other hand, we found that individuals with A/A genotype to SNP IL-
17F +7488 A>G showed a 5.44-fold increased risk (Cl = 1.2970-22.8550; p =
0.031) for high activity, measure by DAS28. Although none association was

observed to SNP IL-17A -197G>A and clinical features.
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Discussion

RA has been shown to be an important public health problem due the
significant impacts on life the patient related to disability of the disease and high
mortality rate. Besides its complex etiology composed for several genetic and
environmental factors that difficult an earlier diagnosis or treatment.

Several studies have shown that cytokine gene polymorphisms could be
associated with gene expression alteration and autoimmune diseases. Among the
interleukins studied, IL-6 is one of the major, because, acts as an important
mediator of systemic and local manifestations of RA [Nishimoto and Kishimoto,
2006], and also the successful therapeutic use of inhibitors of this cytokine in RA
inflammation and tissue damage [Smolen et al., 2008]. Moreover, a recent
research showed that the SNP IL-6 -174 G>C were associated with serum IL-6
levels significantly higher in RA patients compared to control [Wei et al., 2015].
Therefore, we investigated the relationship between -174 SNP polymorphisms in
IL-6 gene promoter in RA patients from Southeast Brazilian.

Regarding to clinical features, we compare the genotype distribution with
activity, RF and ACPA. Ours analyzes showed that individuals with G/G genotypes
had a 3.91-fold risk increased of present positivity to ACPA (p = 0.0057) and 3.91-
fold risk increased to RF positivity (p = 0.0038). A previous functional study found
the effect of G/G genotype in the higher expression of IL-6 [Fishman et al., 1998].
Due to this, it is interesting to speculate the increased prevalence of the high-
response allele, -174G, suggests that a genetically determined high IL-6 response
may have a role in the production of autoantibodies altered. Unfortunately, due to
lack of studies, additional studies are necessary to evaluate the relevance of these

IL-6 polymorphisms to the autoantibodies production. Pawlik et al. (2005)
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demonstrated that in G/G patients the active form of RA was more frequently
diagnosed compared with homozygous C/C or G/C patients. Moreover, in carriers
of two G alleles the parameters of erythrocyte sedimentation rate (ESR), number
of swollen and tender joints were significantly increased. However, Marinou et al.
(2007) did not found association with the presence of RF or ACPA.

Our results showed that there was no significant difference in the SNP IL-6 -
174 G>C between both subgroups of patients and control. A recent work
developed in an American population also analyzed the possible influence of SNP
IL-6 -174 G>C in the RA susceptibility, but the outcomes showed no association
[Zavaleta-Muiiiz et al., 2013]. Similar results was demonstrated by Arman et al.
(2011), Trajkov et al. (2009), Panoulas et al. (2009) and Palomino-Morales et al.
(2009) that found the polymorphisms at positions -174 was no related with the
occurrence of RA among Turkish, Macedonian, UK and Caucasians patients,
respectively. On the other hand, IL-6 -174C-allele carrier status was found to be
increased the susceptibility of RA in Chinese population [Li X et al., 2014; Li F et
al., 2014]. Differences of genetic and environmental factors in the ethnic groups
may be the probable reasons for contradictory results among different populations.

In addition, was investigated the possible influence of polymorphisms in the
IL-17A and IL-17F genes in the RA risk and clinical features. These cytokines
participate in Thl7 response and are associated with inflammatory and
autoimmune diseases, such as RA [Shen et al., 2015], systemic Ilupus
erythematosus [Rauen et al., 2011], inflammatory bowel disease [Liu et al., 2009].
Moreover, IL-17A and IL-17F may play an important role in inflammation by
upregulating some cytokines and chemokines that are crucial in regulating the

inflammatory response and elevated levels of IL-17A have been detected in the
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inflamed synovia of RA patients [Chabaud et al.,, 1999], thereby indicating a
possible functional role during RA pathogenesis.

We found the association between A/A genotype to SNP IL-17F +7488 A>G
and activity of RA, once the carriers of two A alleles had 5.44-fold risk increased to
active disease form (the highest DAS28 score >5.1). Since a study development
by Kawaguchi et al. (2006) demonstrated that the IL17-F SNP (+7488 A>G)
causes a His-to-Arg substitution at amino acid 161 (H161R) which promote a
decrease in the ability of IL-17F to induce expression of certain cytokines and
chemokines, the A/A genotype could results in an intense inflammatory process
and higher activity of RA, as observed in this study. Although, any association
was found to SNP IL-17A -197 G>A and clinical features. There are, however, a
few reports that showed the correlation of the IL-17A -197 G>A and IL-17F +7488
A>G polymorphisms with the presence of clinical characteristics of RA. It is
important to note that RA appears to be a multifactorial disease and different
genes may influence its susceptibility [Orozco et al., 2006]. Therefore, further
studies in populations with different genetic backgrounds are needs to confirm the
potential role of the polymorphisms studied as well as other inflammatory factors
implicated in the development of RA. However, the statistical analyzes did not
show difference between the SNPs studied and the susceptibility to RA when
compared patients and control groups in ours population. These are results in
accordance with Bogunia-Kubik et al. (2015), that in a very recent study observed
that in Polish patients the genotype distribution did not differ when compared with
controls to SNP IL-17A -197G>A and with Paradowska-Gorycka et al. 2010
analyzing the same population were unable to prove association between the SNP

IL-17F +7488 A>G and RA. In contrast, a research recently published by Shen et
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al. (2015) suggest that individuals with A/A genotype to the SNP IL-17A -197 G>A
had a decreased risk to RA and that other polymorphisms in IL-17A gene also
were correlate with influence in the susceptibility to RA in a Chinese population,
while Nordang et al. (2009) found association with this SNP and the risk to RA in
Caucasian patients.

In conclusion, in this work we have assessed for the first time in a Brazilian
population the potential genetic contribution of IL-6 and IL-17F gene

polymorphisms to clinical features of RA, but not to its susceptibility.
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Table 1. Characteristics of RA patients

Variable

RA patients (N = 90)

Sex (Female/male); n(%)
Age, mean (SD) years

Age at onset, mean (range) years
Disease duration, mean (range) years
Rhemathoid factor positive (>10 IU/ml), n (%)
ACPA present, mean (range)
Negative (<20 IU/ml), n (%)
Moderately positive (20 — 60 IU/ml), n (%)
Strongly positive (>60 1U/mL), n (%)
DAS28
Remission (<2.6), n (%)
Low/moderate (2.6 - 5.1), n (%)
High (=5.1), n (%)
Erosion present, n (%)
Erythrocyte sedimentation rate high, n (%)
C-reactive protein, mean (range)
Smoking, n(%)

82 (91.1%)/ 8 (8.9%)
56 (11.6)

45 (19-83)

13 (3-39)

64 (71 %)

183 (24-798) IU/m
31 (35%)

5 (6%)

54 (59%)

0 (0%)

31 (34.5%)

59 (64.4%)

80 (89%)

43 (48%)

2.14 (0.1-17.5) mg/d|
52 (58 %)

SD - standard deviation; DAS28 - disease activity score 28 joints
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Table 2. Genotypic and allelic frequencies of the IL-6 -174 G>C, IL-17A -197G>A and IL-17F
+7488A>G polymorphisms in patients with rheumatoid arthritis (RA) and controls.

RA patients Controls

IL-6 N = HWE OR (95% CI) p*
- 0 = 0
90 Y% N =186 %)
Genotype
GG 54 60.0 104 55.9
GC 36 40.0 76 40.8
CcC 0 0.0 6 3.3 0.5201 0.8455 (0.507-1.410) 1.4102
Allele
G 144 80.0 284 76.3 0.3346 1
C 36 20.0 88 23.7 ' 0.8068 (0.521-1.248)  0.3920
RA patients Controls
IL-17A N = % N = -HWE OR (95% CI) p*
%
90 188
Genotype
GG 40 44.5 84 447
GA 43 47.8 89 47.3
AA 7 7.7 15 8.0 0.9704  1.0096 (0.609-1.673) 0.9268
Allele
G 123 68.4 257 68.4 0.9966 1
A 57 31.6 119 31.6 ' 1.0008 (0.683-1.466) 0.9257
RA patients Controls
IL-17F N = HWE OR (95% CI) p*
% N =186 %
90
Genotype
AA 80 88.9 163 87.6
AG 8 8.9 22 11.8
GG 2 2.2 1 0.6 0.7633  0.8859 (0.402-1.950) 0.9178
Allele
A 168 93.4 348 93.5 0.9236 1
G 12 6.6 24 6.5 ' 1.0357(0.505-2.121)  0.9299

Model dominant was used in all cases; N — number of subjects; P- P value of x° test; OR — odds
ratio; Cl — confidence interval; P* - P value of odds ratio.
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Table 3. Genotypic and allelic frequencies of IL-6 -174 G>C, IL-17A -197G>A and IL-17F +7488A>G polymorphisms in RA patients stratified by clinical
features.

DAS 28 Rheumatoid factor ACPA
Low/moderat . . . . ”
e High OR (p Negative Positive OR (p value) Negative Positive OR (p value)
(NS31) (N=59) value) (N=26) (N=64) (N=31) (N=509)
N % N % N % N % N % N %
IL-6
GG 17 548 37 627 1.38 9 346 45 703 4.47(0.0038) 12 38 4 712 3.91(0.0057)
(0.618) 7
GC+CC 14 452 22 373 ref 17 654 19 297 ref 19 63%' 17 288 ref
IL-17A
GG 15 487 25 424 (00'7187) 9 346 31 484 1.77(0.3360) 14 425' 26 441 0.95(0.9013)
GA+AA 16 516 34 576 ref 17 654 33 516 ref 17 53 33 559 ref
IL-17F
AA 24 774 56 949 (0564341) 21 80.8 59 922 2.80(0.2332) 26 83' 54 915 2.07 (0.4562)
AG+GG 7 226 3 5.1 ref 5 192 5 7.8 ref 5 1f' 5 85 ref

N — number of subjects; ref - reference; p value — p value of Odds ratio; ref — reference; ACPA= Anti-Citrullinated Proteins Antibody; DAS28=disease
activity score 28 joints.
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8. Discussao geral

Este trabalho investigou caracteristicas clinicas e 0 risco para o
desenvolvimento de AR em associacdo com polimorfismos em genes de
citocinas. A AR é uma patologia que acomete um grande numero de individuos,
que é responsavel por um namero expressivo de incapacitados e oObitos, e, que

infelizmente ndo € devidamente estudada na populacao brasileira.

Quanto as caracteristicas clinicas estudadas, em relacao ao sexo, idade e
idade ao inicio da doenca, os pacientes deste estudo estiveram de acordo com 0s
dados da literatura, com um predominio do sexo feminino (90% das amostras) e a
média da idade ao inicio da doenca em torno de 45 anos. Resultados
semelhantes ao estudo dirigido por Senna e colaboradores em 2004, o qual
analisou a prevaléncia de algumas patologias inflamatorias na populacéo
brasileira, dente elas a AR. Esses pesquisadores aplicaram o questionario
“COPCORD” em 3038 brasileiros, e, dos individuos que apresentavam AR, 70%
deles afirmavam que possuiam ou possuiram limitacdes devido a doenca e todos
relataram sintomatologia dolorosa. Outro dado importante do trabalho de Senna e
cols (2004) indica que 35% dos pacientes de AR declaravam sofrer de dores
intensas e que em uma escala de 0-10, a média indicada pelas repostas estava

em torno de 6.14.

Sobre a idade ao inicio da doenca, vale ressaltar que o declinio observado
com o aumento da idade foi encontrado em nossos dados, corroborando as
hipoteses que os niveis séricos de hormdnios estariam relacionados diretamente
com o maior aparecimento em mulheres e com a idade de desenvolvimento

[MacGregor and Silman, 1998; Wilder, 1996]. Portanto, existe a necessidade de
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pesquisas focadas na participacdo de horménios na patogénese de algumas
doencas autoimunes como a AR.

A presenca do FR e do anti-CCP foi diagndstica em 71.2% e 65.6%,
respectivamente. Esses achados também ndo destoaram dos encontrados em
pesquisas em outras populacdes [Paradowska-Gorycka et al., 2010; Metawi et al.,
2011; Wei et al.,, 2015; Roberts et al., 2015]. Esses dois anticorpos possuem
importantes papéis no diagndstico e na predictabilidade do curso da doenca.
Entretanto, FR mesmo sendo o teste sorolégico mais aceito e amplamente
utiizado para a AR, ndo € nem muito sensivel e nem especifico para o
diagnéstico de AR inicial [Goldbach-Mansky et al., 2000], pois, € comum idosos e
pacientes de outras patologias autoimunes apresentarem positividade para este
anticorpo. Ja os anti-CCP séo reconhecidos como sendo mais especificos na AR
e sdo defendidos como a escolha mais apropriada para o diagndstico da doenca
[Silveira et al., 2007]. Esses dois anticorpos foram também observados em
relacdo a possiveis associacfes com polimorfismos nos genes de citocinas
estudados. O SNP -174 G/C no gene da IL-6 demonstrou associacao significativa,
sendo que o gendtipo G/G que determina a maior producao de IL-6 conferiu um
risco aumentado de 4.47 (p=0.0038) e 3.91 (p=0.0057) vezes para positividade
para FR e anti-CCP, respectivamente. Esse resultado é contraditorio aos
apresentados no estudo de Marinou e colaboradores (2007), contudo, a pequena
literatura disponivel que investigou essa associacdo dificulta que hipoteses
cientificas sejam defendidas e apontam para a necessidade de mais estudos a

esse respeito.

Outro dado clinico preocupante encontrado em nosso trabalho refere-se a

atividade da doenca. Foi utilizado o questionario amplamente aceito, DAS28, o
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qual indicou que 64.4% dos pacientes estavam no periodo de atividade grave da
AR, e apenas 1.1% encontravam-se em remissao. No0ssos resultados indicaram
a relacdo do polimorfismo IL-17F +7488A/G com o DAS28 (OR=5.44 (IC=1.29-
22.85), p=0.031), na qual, pacientes que apresentavam 0 genoétipo A/A
(selvagem) possuiam uma chance maior de progredirem para uma atividade
maior da doenga, enquanto os individuos portadores do alelo “C”, responsavel
pela alteragdo na funcionalidade desta citocina [Kawaguchi et al., 2006],
demonstraram uma tendéncia de atividade mais leve, provavelmente pela menor
ativacdo e funcéo desta citocina. Entretanto, foi observada uma precariedade de
estudos que investigassem essa interacdo para melhor entendimento dessa
associacdo. Porém, ressaltamos que os altos niveis de atividade da doenca
encontrados em nossa amostra Sao preocupantes, visto que, é nesse estagio
clinico que normalmente os pacientes apresentam maiores niveis de morbidade e

mortalidade [Mikuls et al., 2002].

Em relacdo aos indicativos indiretos de inflamacédo, VHS e PCR, nossos
resultados constataram que ambos estavam aumentados quando comparados
aos niveis encontrados na populacao controle. Esses dois achados clinicos sao
utilizados tanto no diagnéstico, quanto no DAS28. Cerca de 48% dos nosso
pacientes apresentam VHS alto, indicando que uma grande quantidade de
mediadores inflamatérios estavam presentes no sangue dos individuos
analisados. A média da PCR ficou em torno de 2.14 mg/dL, no qual € indicado
que valores acima de 1.0 mg/dL sdo compativeis com processos infecciosos ou

inflamatorios mais complexos.

Contudo, estudos tem investigado a confiabilidade de se usar esses dois

parametros associados ao DAS28. Dentre eles, o recente estudo desenvolvido
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por Sengul e colaboradores (2015) aponta que ha diferencas significativas quando
comparados o DAS28 relacionado ao VHS ou a PCR. Dado que, ao se basear no
VHS para se calcular o DAS28, esse parametro poderia estar alterado por
diversas outras causas, como idade, sexo, anemia, proteinas plasmaticas,
enquanto, a PCR seria mais sensivel para alteracfes inflamatorias, mesmo que

em um curto espaco de tempo [Sengul et al., 2015].

Em relacdo as associacfes entre os polimorfismos estudados e a
susceptibilidade a AR, os individuos carreadores do alelo A (gendtipos A/A + A/C)
no SNP IL-23R +2199 A/C se mostraram mais susceptiveis ao desenvolvimento
da doenca, quando comparados a portadores do gendtipo C/C (OR=3.46,
p<0.001), portanto, o alelo A conferiria aumento de risco para o desenvolvimento
da doenca. Resultados semelhantes também foram obtidos por Farag6é e
colaboradores em 2008 estudando hdngaros. Enquanto, outros polimorfismos
(rs1343151, rs10489629, rs7517847) localizados no gene da IL-23R foram
relacionados com AR, como descrito por Chen-Xu e colaboradores em 2012, em
um estudo com caucasianos. E importante destacar que poucos estudos estdo
disponiveis para comparar 0S nossos resultados com outras populacdes.
Entretanto, os polimorfismos no gene da IL-23R tem recebido um aumento no
namero de pesquisas que investigam a influéncia desses SNPs em doenca
inflamatoria, como a doenca inflamatéria intestinal [Venegas et al., 2008], artrite
psoriatica [Popadic et al., 2014] e sindrome de reconstituicdo imune [Ogola et al.,

2014].

Polimorfismos no gene da IL-18 tém sido descritos e associados a
diversas patologias, dentre estes, o SNP funcional presente na posi¢éo -105 (IL-

18 -105A/C). Arimitsu e colaboradores (2006) demostraram a relacdo deste
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polimorfismo com alteracdes na producdo de IL-18 em mondcitos. Ressaltamos
também que a IL-18 estaria atrelada ao aumento da infiltracdo de células
inflamatorias no tecido sinovial, e assim, influenciaria has manifestacdes clinicas

da AR [Leung et al., 2000].

Nossos resultados demonstraram que a distribuicdo genotipica diferiu
significativamente entre pacientes e controles, indicando que os portadores do
alelo C (gendtipos A/IC + C/C) apresentavam risco aumentado em 3.77 vezes
(p<0.0001). Por outro lado, estudando uma populacdo asiatica, Lee e
colaboradores (2007), encontraram associagcdo entre o alelo A e a
susceptibilidade para AR. Contudo, em outras patologias inflamatérias como
LUpus Eritematoso Sistémico [Lin et al., 2008], doenca de Kawasaki [Chen et al.,
2009], e asma [Higa et al., 2003], foi observado a mesma relacdo do nosso
estudo. A interacado entre IL-18 e IL-12 atua como um indutor potente da producao
de IFN-y a partir de células Th1, processo que poder ser desencadeado em
diversos tipos celulares, como: mondcitos/macréfagos, condrécitos, células
dendriticas, fibroblastos sinoviais e queratinécitos [Danneskiold-Samsge et al.,
2007]. Além disso, niveis alterados de IL-18, por vezes, podem induzir efeitos
patolégicos em varios 6rgaos, como ja foi demonstrada a sua participacdo na

inducéo e perpetuagao da inflamagé&o cronica na AR [Mclnnes e Schett, 2005].

Além das associa¢fes significativas indicadas acima pelo nosso estudo,
as analises estatisticas demonstraram nao relagdo entre polimorfismos nos genes
da IL-12B, IL-17A, TNF-a e IFN-y com o risco para AR ou com suas principais
caracteristicas clinicas. Contudo, reforcamos a necessidade de mais estudos que
investiguem a participacao dessas citocinas e a patogénese da AR na populagéo

brasileira.
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Para nosso conhecimento, os resultados descritos acima s&o 0s primeiros
achados da associacdo com os polimorfismos estudados na populacdo Brasileira
com a AR. Até o presente, o unico trabalho publicado encontrado foi o
desenvolvido por Boechat e colaboradores (2013), o qual associou o0 SNP TNF-a -
308 G/A com algumas caracteristicas clinicas da AR, mas ndo com a

susceptibilidade.

Portanto, destacamos a importancia deste trabalho na investigacdo desta
doenca que afeta uma grande parcela da populacdo mundial, que caso néo
tratada precocemente e eficazmente, conduz seus pacientes a quadros de baixa

gualidade de vida ou altas taxas de mortalidade.
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9. Conclusbes gerais

Os dados apresentados nesse trabalho mostraram que as caracteristicas
clinicas da Artrite Reumatoide na populacdo brasileira ndo diferem em grande
parte da literatura cientifica em outras populacdes. Além de que, aponta para a

composicdo preocupante do quadro clinico de pacientes.

Em relacdo as associagcbes entre os polimorfismos estudados com as
caracteristicas clinicas analisadas, observou-se uma associacdo significativa
entre o DAS28 e SNP IL-17F +7488 A/G, e entre o SNP IL-6 -174 G/C com FR e

anti-CCP.

As andlises entre polimorfismos e o risco para AR, demonstraram que
SNPs presentes nos genes da IL-23R e IL-18 estariam associados na populacéo

estudada.

Por fim, o presente estudo aponta para associacdes ndo estudadas
anteriormente na populagédo brasileira. Com isso, surge a necessidade de mais

estudos que envolva essa patologia tdo complexa nas populac¢des do Brasil.
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11. Anexos

Anexo |

Figura 13. Genotipagem do polimorfismo IL-23R  +2199 A/C. Eletroforese em gel de
agarose ilustrando os genétipos: A/C (215, 154 e 61 pb), A/A (215 pb) e C/C (164 e 61 pb).
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Anexo Il
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Figura 14. Genotipagem do polimorfismo IL-23R -308 G/A. Eletroforese em gel de agarose
ilustrando os genotipos: G/G (87 pb), A/A (107 pb) e G/A (107 e 87 pb). Devido ao pequeno
tamanho, a banda de 20 pb ndo é visualizada.
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Anexo Il
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Figura 15. Genotipagem do polimorfismo IL-6 -174 G/C. Eletroforese em gel de agarose
ilustrando os genotipos: G/G, G/C e C/C de acordo com a presenc¢a da banda de 103 pb.
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Anexo IV

Ladder 100pb

Figura 16. Genotipagem do polimorfismo IL-17A -197 G/A. Eletroforese em gel de agarose
ilustrando os genotipos: A/A (102 pb), G/G (68 pb) e A/G (102 e 68 pb). Devido ao pequeno
tamanho, a banda de 34 pb nao foi visualizada.
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Anexo V

1143 pb

80 pb
63 pb

Figura 17. Genotipagem do polimorfismo IL-17F +7488 A/G.
Eletroforese em gel de agarose ilustrando os genotipos: G/A (143, 80
e 63 pb), A/A (80 e 63 pb) e G/G (143 pb). Devido ao pequeno
tamanho, a banda de 17 pb nédo é visualizada.

139



12. Curriculum vitae (Lattes)

Hildson Dornelas Angelo da Silva

Curriculum Vitae
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Marco 2012 - Janeiro 2016

Janeiro/2016
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Curriculum Vitae
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Nascimento 04/11/1987 - Recife/PE - Brasil

Carteira de Identidade 6837918 SDS - PE - 15/07/2004
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2006 - 2009 Graduacgdo em Licenciatura Plena em Ciéncias Bioldgicas.
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Orientador: Maria Tereza Cartaxo Muniz

Formagdo complementar

2007 - 2009 Extensao universitaria em Vestibular Cidaddo. (Carga horaria:
360h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil
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horaria: 9h).

Universidade de Pernambuco, UPE, Recife, Brasil
Atuacdao profissional
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Vinculo institucional
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