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INFORMAGOES RESUMO

Histérico do artigo: Introdugdo: Recentemente, relatou-se uma associagao entre artrite reumatoide (AR) e a variante

Recebido em 11 de setembro de 2012 1s7700944 G>A nos dominios imunoglobulina e mucina de células T (TIM-4).

Aceito em 17 de fevereiro de 2013 Objetivo: Investigar o impacto desse polimorfismo na suscetibilidade a AR em uma amostra da
populagao iraniana.

Palavras-chave: Pacientes e métodos: Este estudo caso-controle foi conduzido em 120 pacientes com AR e 120

Artrite reumatoide individuos saudaveis. O polimorfismo rs7700944 do gene TIM-4 foi determinado usando-se o

TIM-4 ensaio tetra amplification refractory mutation system-polymerase chain reaction (T-ARMS-PCR).

Polimorfismo Resultados: Nao se observou diferenca significativa quanto ao polimorfismo rs7700944 do gene

TIM-4 entre os pacientes com AR e os individuos saudaveis. Nas mulheres, ndo houve associa-
cdo significativa quanto ao polimorfismo rs7700944 do gene TIM-4 nos dois grupos. Nos ho-
mens, o gendtipo GA+AA, em comparagado ao GG, aumentou o risco para AR (OR = 5,15; IC 95%
=1,30-20,48; P = 0,020). Além disso, os resultados mostraram que o alelo rs7700944 A aumentou
o risco para AR (OR = 4,39; IC 95% = 1,43-13,54; P = 0,009).
Conclusdo: Nossos resultados ndo confirmam a existéncia de associagdo entre AR e o polimor-
fismo rs7700944 do gene TIM-4. Uma interagao entre esse polimorfismo e sexo sugere uma as-
sociagdo sexo-especifica entre AR e esse polimorfismo de nucleotideo Unico, que ainda requer
elucidacao.

© 2013 Elsevier Editora Ltda. Todos os direitos reservados.

Association between the rs7700944 polymorphism in the TIM-4 gene
and rheumatoid arthritis in Zahedan, southeast Iran

ABSTRACT

Keywords: Introduction: Recently, an association between rheumatoid arthritis (RA) and the rs7700944
Vasculitis G>A variant in the T-cell immunoglobulin and mucin domains 4 (TIM-4) has been reported.
Adolescent Objective: The present study aimed at investigating the impact of that polymorphism on
Cutaneous lupus erythematosus susceptibility to RA in a sample of the Iranian population.

Patients and methods: This case-control study was conducted on 120 patients with RA and
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120 healthy subjects. The rs7700944 polymorphism in the TIM-4 gene was determined us-
ing tetra amplification refractory mutation system-polymerase chain reaction (T-ARMS-
PCR) assay.

Results: No significant difference was observed regarding the rs7700944 polymorphism of
the TIM-4 gene between patients with RA and normal individuals. In females, no significant
association was found between the groups concerning the rs7700944 polymorphism of the
TIM-4 gene. In males, the GA+AA genotype increased the risk of RA in comparison with the
GG genotype (OR =5.15,95% CI = 1.30-20.48, P = 0.020). Furthermore the results showed that
the rs7700944 A allele increased the risk of RA (OR = 4.39, 95% CI = 1.43-13.54, P = 0.009).
Conclusion: Our results do not support an association between the rs7700944 polymorphism
of the TIM-4 gene and RA. An interaction between this polymorphism and sex suggests a
sex-specific association between this single nucleotide polymorphism and RA, which re-

mains to be fully elucidated.

© 2013 Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

Introducao

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatéria cronica
que resulta em lesdo grave da cartilagem e destruicdo éssea
nas articulagdes sinoviais. Embora sua etiologia ainda seja
desconhecida, considera-se que a AR sofra influéncia de uma
combinacdo de fatores genéticos e ambientais.’? Estima-se
que a AR afete cerca de 1% da populagdo adulta do mundo, e
que fatores genéticos representem 60% do risco da doenga.?

A familia dos genes portadores dos dominios mucina e
imunoglobulina de células T (T-cell immunoglobulin domain and
mucin domain — TIM) consiste de trés genes localizados no cro-
mossomo 5qg23. Trés dos membros da familia (TIM-1, TIM-3 e
TIM-4) sdo conservados no camundongo e no homem, e codi-
ficam glicoproteinas de células superficiais com motifs estru-
turais comuns. Os genes da familia TIM codificam proteinas
que sdo expressas por células T e contém um dominio “IgV-
-like” e um ‘mucin-like’ e mostraram-se capazes de regular a
imunidade adaptativa.*®

O gene TIM-4 foi identificado como um ligante natural para
TIM-1, e a interacao de TIM-1 e TIM-4 estimula a proliferacéo e
a ativacdo de células T.° O gene TIM-4 é um receptor fosfatidil-
serina (PS) expresso em células maduras de apresentagédo de
antigeno, que aumenta a atividade fagocitica de células apop-
téticas por macréfagos para manter a homeostase.” O gene
TIM-4 desempenha papel essencial no controle da imunidade
adaptativa através da regulacdo do clearance de células antige-
no-especificas.® No camundongo, a falta do TIM-4 dificulta o
clearance de corpos apoptéticos in vivo, levando a desregulacdo
da ativacdo linfocitica e sinais de autoimunidade sistémica,’
indicando que o gene TIM-4 possa estar associado a susceti-
bilidade a doengas alérgicas e autoimunes. Os polimorfismos
dos genes TIM-1 e TIM-3 mostraram-se associados com sus-
cetibilidade a AR.10-

H4 alguns dados sobre a associagdo dos polimorfismos do
gene TIM-4 e o risco para AR. Recentemente, Xu et al.”* encon-
traram uma associagao entre a suscetibilidade para AR e o po-
limorfismo rs7700944 do gene TIM-4 em populagdes chinesas
de etnias Han e Hui. Assim, este estudo teve por objetivo ava-
liar o impacto do polimorfismo rs7700944 do gene TIM-4 na
suscetibilidade a AR em uma amostra da populagdo iraniana.

Material e métodos

Pacientes

Analisamos a possivel associacdo entre o polimorfismo
1s7700944 do gene TIM-4 e a suscetibilidade para AR em 120
pacientes (104 mulheres e 16 homens) com idade média de
44,8 + 12,8 anos, que atendessem aos critérios do American
College of Rheumatology (ACR) para diagnéstico de AR.' Todos
os participantes eram pacientes da Clinica de Reumatologia
da Universidade de Ciéncias Médicas de Zahedan.?'® O gru-
po controle consistiu de 120 individuos saudaveis (85 mulhe-
res e 35 homens) com idade média de 44,9 = 12,4 anos e que
ndo tivessem familiares com AR. O comité de ética da Uni-
versidade de Ciéncias Médicas de Zahedan aprovou o projeto.
Todos os pacientes e participantes saudaveis assinaram o ter-
mo de consentimento livre e informado. Amostras de sangue
foram colhidas dos pacientes e controles saudaveis em tubos
Na-EDTA. O DNA gendmico foi extraido de amostras de san-
gue periférico colhido em tubos contendo EDTA, como descri-
to em publicacdo anterior.*®

As sequéncias gendmicas do TIM-4 (NT_023133.13) foram
obtidas do National Center for Biotechnology Information (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Procuramos os polimorfismos
e desenhamos os primers para o ensaio tetra amplification re-
fractory mutation system-polymerase chain reaction (T-ARMS-
-PCR), que é um método simples e rapido para detectar
polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP, sigla em inglés)®
(tabela 1). A figura 1 mostra a representagdo esquematica.

A reacao em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada com
a utilizacdo de premix PCR comercialmente disponivel (Ac-
cuPower PCR PreMix; BIONEER, Daejeon, Coreia) segundo as
instrucoes do fabricante. Resumidamente, 1 pL de template
de DNA (~100 ng/puL), 1 pL de cada primer (10 pmol/pL) e 15
PL de dgua sem DNase foram adicionados ao AccuPower PCR
PreMix.

Realizou-se a amplificagdo com um estigio de desnatura-
¢ao inicial a 95 °C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de 30
segundos a 95 °C, 22 segundos a 62 °C, e 25 segundos a 72 °C,
com etapa final a 72 °C por 10 minutos. Os produtos da PCR
foram verificados em gel agarose 2,0% contendo 0,5 pg/mL de
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Tabela 1 - As sequéncias de primers utilizadas para a detec¢ido do polimorfismo rs7700944 do gene TIM-4 por meio do

ensaio T"ARMS-PCR

Primers Sequéncia (5" a 3") Tamanho dos amplicons
FO TCTGGTGTCTTCCTGTCTAGCTCCTTAG 364 bp

RO TTGTGAGCAATTGTCTGAATCTATGAGG

FI (alelo G) CTAATGAGGCAAGACAATAAAGTGTGTCAG 168 bp

RI (alelo A) TCTCTTTGGTGCTTGAACCTGAGATT 252 bp

FO, forward outer; RO, reverse outer; FI, forward inner; RI, reverse inner.

FO;

Control band; 364 bp RO

A allele; 252 bp

G allele; 168 bp

Figura 1 - Representacdo esquematica do ensaio de
reacdo em cadeia da polimerase (T-ARMS-PCR) para
detecgdo do polimorfismo rs7700944 do gene TIM-4.
Dois primers forward e dois reverse foram usados para
gerar trés potenciais produtos de PCR. Os primers FO e
os RO forneceram um produto de 364 bp (faixa controle).
Os primers FO e os RI amplificaram o alelo A, gerando
um produto de 252 bp, e os primers FI e RO geraram um
produto de 168-bp para o alelo G.

brometo de etidio. Fotografias foram feitas (fig. 2). Para confir-
mar a qualidade da genotipagem, todos os polimorfismos em
amostras aleatérias foram regenotipados.

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando-se o programa SPSS
18. O equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) foi estimado separa-
damente para casos e controles. As associagoes entre genoti-
pos do gene TIM-4 e AR foram avaliadas por odds ratio (OR) e
intervalos de confianga a 95% (IC 95%) de andlises de regres-
sdo logistica ajustadas para sexo e idade.

M 1 2 3

Figura 2 - Fotografia do produto de PCR do polimorfismo
rs7700944 do gene TIM-4. Os tamanhos dos produtos
foram de 168 bp para o alelo G, 252 bp para o alelo A e 364
bp para dois primers outer (faixa de controle). Linha M,
marcador de DNA; linha 1, rs7700944 GG; linha 2, GA; linha
3, AA.

Resultados

Nao houve diferenca significativa entre os grupos com relagao
a idade (P = 0,815), mas houve com relacdo ao sexo (P < 0,05).

A tabela 2 mostra o genétipo e as frequéncias alélicas do
polimorfismo rs7700944 em pacientes com AR e em controles.
Os grupos nao diferiram significativamente quanto ao poli-
morfismo rs7700944 do gene TIM-4 (x2 = 2,253; P = 0,324). Esse
polimorfismo néo se associou a suscetibilidade a AR nem a
protecdo contra AR em modelos testados de heranca codomi-
nante (OR = 1,17; IC 95% = 0,68-2,01; P = 0,557, GA vs. GG; e OR
= 3,07; IC 95% = 0,55-17,02; P = 0,200; AA vs. GG), dominante
(OR=1,25,1C 95% = 0,74-2,13; P = 0,410; GA+AA vs. GG) e reces-
siva (OR = 2,90; IC 95% = 0,53-15,98; P = 0,221; AA vs. GG+GA)
(tabela 2).

Os grupos também néo diferiram significativamente quan-
to a frequéncia alélica (x*> = 1,79; P = 0,180). O gendtipo no poli-
morfismo rs7700944 do gene TIM-4 nos grupos caso e controle
estava em HWE (x? = 0,794; P = 0.372; e x* = 1,762; P = 0,183,
respectivamente).

Realizou-se anédlise do polimorfismo rs7700944 do gene
TIM-4, tendo sexo como covariavel e ajustando-se para idade
(tabela 3). Nas mulheres, ndo se observou associagao signifi-
cativa nos grupos quanto ao polimorfismo rs7700944 do gene
TIM-4. Nos homens, o gendtipo GA+AA aumentou o risco para
AR em comparagdo ao GG (OR = 5,15; IC 95% = 1,30-20,48; P
= 0,020). Além disso, os resultados mostraram que o alelo
1s7700944 A aumentou o risco para AR (OR = 4,39; IC 95% =

Tabela 2 - Genétipo e frequéncias alélicas do

polimorfismo rs7700944 do gene TIM-4 em individuos
com artrite reumatoide e saudaveis

rs7700944  ARn (%) Controle 20R P
G>A n (%) (IC 95%)

Codominante
ce 68 (56,6) 77 (64,2) 1,00 —
GA 47 (39,2)  41(342) 1,17 (0,68-2,01) 0,557
AA 5 (4,2) 2(1,6) 3,07 (0,55-17,02) 0,200
Dominante
@€ 68 (56,6) 77 (64,2) 1,00 =
GA+AA 52 (43,4)  43(358) 1,25 (0,74-2,13) 0,410
Recessivo
GG+GA 115 (95,8) 118 (98,4) 1,00 —
AA 5 (4,2) 2(1,6) 2,90 (0,53-15,98) 0,221
Alelo
© 183 (76,3) 195 (81,3) 1,00 =
A 57(23,7)  45(18,7)  1,35(0,87-2,09) 0,181

AR, artrite reumatoide; OR, odds ratio; IC 95%, intervalos de
confianca de 95%.
2Ajustado para sexo e idade.




344 REV BRAS REUMATOL

2013;53(4):341-345

Tabela 3 - Genétipo e frequéncias alélicas do polimorfismo rs7700944 do gene TIM-4 em individuos com artrite

reumatoide e saudaveis, distribuidos por sexo

rs7700944 Feminino Masculino B
Caso (n) Controle (n) 2°OR (IC 95%) P Caso (n) Controle (n) 20OR (IC 95%)

Codominante
GG 60 48 1,00 — 8 29 1,00 —
GA 41 35 0,94 (0,52-1,69) 0,85 6 6 3,77 (0,89-15,97) 0,071
AA 3 2 1,19 (0,19-7,77) 0,89 2 0 — —
Dominante
GG 60 48 1,00 — 8 29 1,00 —
GA+AA 44 37 0,95 (0,53-1,70) 0,87 8 6 5,15 (1,30-20,48) 0,020
Recessivo
GG+GA 101 83 1,00 — 14 35 1,00 —
AA 3 2 1,17 (0,20-7,20) 0,87 2 0 — —
Alelo
G 161 131 1,00 — 22 58 1,00 —
A a7 39 0,98 (0,60-1,59) 0,96 10 6 4,39 (1,43-13,54) 0,009

OR, odds ratio; IC 95%, intervalo de confianca de 95%.
2Ajustado para idade.

1,43-13,54; P = 0,009). Descobrimos ainda uma interagdo en-
tre polimorfismo rs7700944 e sexo, sugerindo uma associagao
sexo-especifica entre esse SNP e AR.

Discussao

O presente estudo avaliou a associagdo do polimorfismo
1s7700944 do gene TIM-4 com a suscetibilidade a AR em
uma amostra da populacao iraniana. Nao se observou as-
sociacdo significativa entre polimorfismo rs7700944 e AR. O
gendtipo GA+AA, em comparagdo ao GG, aumentou o ris-
co de AR em homens, sugerindo a existéncia de associagao
sexo-especifica entre esse SNP e AR. Os estudos sobre os po-
limorfismos do gene TIM-4 e AR sdo poucos e controversos.
Xu et al.”® investigaram o polimorfismo rs7700944 de intron
do gene TIM-4 em populagdes chinesas de etnias Han e Hui.
Os autores relataram que o gendtipo GA do polimorfismo
rs7700944 aumentou o risco de AR na populagao chinesa de
etnia Han, mas mostrou-se protetor na populacdo chinesa
de etnia Hui. De maneira semelhante, o genétipo GG foi o
genoétipo de risco para AR na etnia Hui, mas pode ser um
gendtipo protetor na etnia Han.'® Embora o alelo G tenha
se mostrado mais frequente nas duas etnias, o alelo do po-
limorfismo rs7700944 que representa risco para AR diferiu
nas duas populagées como se segue: na etnia Hui, o alelo
de risco foi o G (OR = 1,823; IC 95% = 1,330-2,498; P < 0,01),
enquanto na etnia Han, individuos com o alelo A nesse sitio
de SNP mostraram-se mais suscetiveis a AR (OR = 1,930; IC
95% = 1,412-2,636; P < 0,01).%

Segundo nossos achados, o gendtipo AA néo foi comum.
Nossos resultados estdao de acordo com aqueles relatados por
Xu et al.,** que descobriram que o gendtipo AA nao era co-
mum nas populagdes chinesas Han e Hui. Descobrimos ain-
da que existe uma interagdo entre polimorfismo rs7700944 e
sexo, sugerindo uma associag¢do sexo-especifica entre esse
SNP e AR.

Polimorfismos do gene TIM-4 foram associados com
asma? e dermatite atépica (DA).?! Polimorfismos do gene TIM-
3 foram associados com AR,'*? cancer de pancreas,? carci-

noma de células renais, cancer géastrico,? suscetibilidade a
doencas e carcinoma hepatocelular associado com infeccao
pelo virus da hepatite B.? Polimorfismo do gene TIM-1 foi as-
sociado com AR,**% rinite alérgica? e DA.%

Uma das limita¢des do nosso estudo foi o tamanho rela-
tivamente pequeno da amostra, em particular, na andlise de
gendtipo e sexo. Outra limitacdo foi a diferenca estatistica sig-
nificativa quanto ao sexo entre os pacientes e os controles. E
possivel que tal diferenca nao tenha um impacto significativo
nos resultados, uma vez que sexo foi utilizado como covaria-
vel na anélise de regressao.

Concluindo, ndo se observou associac¢ao significativa entre
o polimorfismo rs7700944 do gene TIM-4 e AR em uma amos-
tra da populacdo iraniana. No entanto, identificou-se uma in-
teragdo entre polimorfismo rs7700944 e sexo, sugerindo uma
associacdo sexo-especifica entre esse SNP e AR. Tal associa-
¢do sexo-especifica entre o polimorfismo rs7700944 e AR deve
ser interpretada com cautela, devido ao pequeno tamanho da
amostra. Estudos adicionais sobre tal associacdo com amos-
tras maiores e diferentes etnias sdo necessarios para confir-
mar nossos achados.
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