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Introducao

Artrite reumatoide (AR) é a doenca inflamatéria cronica mais
comum. Caracteriza-se pela formacdo de autoanticorpos e
destruicdo progressiva das articulagdes. Em pacientes com
AR, a membrana sinovial fica primariamente afetada, mas a
doenca também pode afetar outros 6rgdos.! AR é uma doenga
devastadora e de comum ocorréncia, com prevaléncia de
aproximadamente 1% na populacdo mundial e de 0,14-0,3%
na populacdo paquistanesa; as mulheres sdo afetadas trés
vezes mais frequentemente do que os homens.” Ainda se
desconhece a etiologia exata da AR, mas depende da interacdo
de uma série de fatores ambientais e genéticos.?> Nos ultimos
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anos, foi observado um papel crucial da vitamina D, um
hormoénio secosteroide que desempenha atividades através
do VDR, e do préprio VDR na imunomodulacdo; assim, seleci-
onamos o gene VDR com o objetivo de investigar seu impacto
na suscetibilidade a AR. A proteina VDR é translacionada
do gene VDR, que é extremamente polimérfico. As quatro
variantes do gene VDR, rs2228570 no éxon 2, rs1544410,
157975232 no intron 8 e rs731236 no éxon 9, ja foram ampla-
mente estudadas; sabe-se também que essas variantes estio
associadas a doencas autoimunes, como lipus eritematoso
sistémico, doenca de Addison, diabete do tipoIe AR.*

O estudo das diferencas na distribui¢do genotipica ajuda-
ria aidentificar as consequéncias da variacao étnica dos alelos,
por causa de diferentes backgrounds genéticos, e, além disso,
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Tabela 1 - Caracteristicas gerais da populag¢io estudada

Caracteristicas Casos (n=100) Controles (n=100)
Homens 37 31
Mulheres 63 69

Idade (média) 44,2 43

dos elementos ambientais dissimiles. Este estudo também
ajuda na interpretacdo e deteccdo da variabilidade fenotipica
em termos de gravidade da doenca. Com base nas distin¢oes
genotipicas, seria possivel uma interpretacdo biolégica por
estudos de associacdo da doenca. O polimorfismo rs1544410,
localizado no intron nas proximidades da regido 3’ UTR, afeta
o nivel de transcricdo do gene VDR, a estabilidade do trans-
cripto e as modificagdes pds-transcricionais.” Alguns dados
previamente publicados demonstraram significancia funcio-
nal na distribuicdo do gendtipo rs1544410; em continuidade,
nosso estudo pretendeu avaliar a associacao do polimorfismo
do VDR com AR em nossa populacéo. £ premente a necessi-
dade de descobrir marcadores de risco genéticos potenciais de
suscetibilidade a AR em nossa populacdo paquistanesa, mas
tal trabalho ainda néao tinha sido feito para pacientes paquis-
taneses com AR.

Materiais e métodos

Foram recrutados para este estudo de caso-controle 100 paci-
entes e 100 controles saudaveis (individuos assintomaticos)
equiparados para idade e género (tabela 1). Os pacientes que
atendiam aos critérios de classificagcdo de 2011 do American
College of Rheumatology (ACR-2011) foram diagnosticados por
reumatologistas da Rehmat Noor Clinic, Rawalpindi, que tra-
balharam em colaboragdo com nosso grupo de pesquisa. O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
ASAB-NUST e seguiu as orientacdes da Declara¢do de Helsin-
que; foi obtido consentimento informado. Amostras de sangue
de todos os pacientes com AR e também dos controles sauda-
veis foram coletadas em tubos contendo 0,5M EDTA (4cido
etilenodiaminotetracético). Investigamos o polimorfismo de
nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphism — SNP) causa-
dor de troca de nucleotideo Unico, de guanina (G) do alelo de
maior frequéncia para adenina (A) do alelo de menor frequén-
cia, com o objetivo de verificar a presenca de polimorfismo em
nossa populagao.

O DNA gendmico foi extraido das amostras de sangue
coletadas com o uso do método do fenol-cloroférmio, com
quantificagdo por nanogotas (Eppendorf™ Biophotometer

Plus). Foram usados dois forward primers e um primer reverso
comum (VDR-F1- 5'GCCACAGACAGGCCTGCG3/, VDR-F2-
5'GCCACAGACAGGCCTGCA3/, VDR-R- 5GTCACTGCACATTGC-
CTCCAA3) manualmente desenhados para a genotipagem
da variante nédo codificante do gene VDR (rs1544410) e foram
amplificados por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
amplificacdo pelo sistema de mutacéo refrataria (ARMS-PCR).
Os produtos da PCR foram visualizados em agarose gel a 2%
em seguida a amplificacdo em um termociclador 2.720 de 96
pocos (Applied Biosystems). A andlise estatistica foi feita com
o software Graphpad Prism 6V; os testes do qui-quadrado
(X?) e exato de Fisher bicaudal foram aplicados para uma
andlise da associacdo do polimorfismo rs1544410 em nossa
populacdo. Calculamos a odds ratio (OR) com um intervalo
de confianca de 95%; e um valor de p <0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

Resultados

Os célculos para o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) feitos para o grupo de controle ndo revelaram diferenca
significativa entre os valores observados e os valores espera-
dos, com um valor de p=0,0034, o que demonstra insercao
em EHW. Isso sugere que ndo ocorreu desvio significativo
nas frequéncias dos alelos observados nos pacientes, em
comparacdo com os controles; portanto, os dois grupos se
mostraram apropriados para uma andlise mais aprofundada
e para estudos associativos. A frequéncia de todos os gené-
tipos possiveis também ndo demonstrou qualquer diferenca
em pacientes e individuos saudaveis (tabela 2 e figura 1A).
Chegou-se a um valor de X2=5,662 com uma probabilidade
de erro (valor p=0,0590). As frequéncias alélicas para pacien-
tes com AR também néo foram significativamente diferentes
dos controles (tabela 2 e figura 1B). Os resultados observados
indicaram a ndo existéncia de uma associacdo significativa
entre SNP e AR. Portanto, nossos dados nulificaram qualquer
associacao significativa do polimorfismo do gene VDR com AR
em nossa populacdo. Também foi estudada uma associacdo
especifica para género com rs1544410, mas nao foi demons-
trada associagdo significativa entre mulheres e homens com
AR (dados nao mostrados).

Discussao

Nos ultimos anos, o polimorfismo genético tem sido um dos
mais discutidos tépicos nas variacdes gendmicas. AR é uma

Tabela 2 - Distribuicdo das frequéncias de genétipos e alelos em casos e controles

Genodtipo Frequéncias de gendtipos Teste de X? Alelo Frequéncias de alelos Estatistica
Casos Controles Valor de gl Valor P Casos Controles Odds ratio (OR) Valor de
(n=100)  (n=100) X2 (@ <0,05) (n=100) (%)  (n=70) (%) (IC de 95%) p
cE 31,0 40,0 @ 56,0 66,0 0,6556 0,0513
GA 50,0 52,0 44,0 34,0
AA 19,0 8,0 5,662 2 0,0590 A (0,4375-0,9825)

gl, grau de liberdade.
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Figura 1 - A, Grafico que ilustra a distribui¢ao genotipica do polimorfismo do VDR (rs1544410) em pacientes com AR e em
controles saudaveis. B, Grafico que ilustra a distribui¢io alélica do polimorfismo do VDR (rs1544410) em pacientes com AR e

em controles saudaveis.

doenca inflamatéria sistémica que afeta ossos e cartilagens.
A vitamina D exerce varios efeitos imunomoduladores e, por-
tanto, pode desempenhar algum papel no curso das doencas
autoimunes. ° Foi determinada consideravel associacdo entre
insuficiéncia de vitamina D e aumento da ocorréncia de
transtornos autoimunes.” Foi observado que, em pacientes
com AR, os linfécitos expressam VDR.® No citoplasma, a
forma hidroxilada da vitamina D (1,25[OH2]D) se liga ao VDR
e prossegue entdo em dire¢do ao nucleo, onde ird aumentar a
transcricdo de genes dependentes da vitamina D, que é essen-
cial para o metabolismo do cdlcio e dos ossos,” e também
inibira a proliferagdo dos linfécitos T e a liberagdo de citocinas
Th1, como IL-2, IFN-y e TNF-a.'% Diversos estudos demons-
traram que o risco de doenca autoimune vem aumentando
devido & deficiéncia de vitamina D; além disso, foi observada
melhoria clinica consideravel em pacientes com AR trata-
dos com vitamina D.'' Em nosso estudo, a investigacdo do
polimorfismo rs1544410 do gene VDR ndo revelou diferencas
estatisticamente significativas nas frequéncias genotipicas
e alélicas de pacientes com AR e de controles saudaveis.
Nossas observacoes estdo em concordancia com os achados
de Maalej et al.,' que demonstraram ndo haver associacdo
do polimorfismo rs1544410 com a ocorréncia de AR em
populacdes francesas e tunisinas. No entanto, esse poli-
morfismo foi associado a outras doencas autoimunes, como
a diabete do tipo 1 (T1D) em muitos paises, inclusive em
populacdes diferentes como as de Hungria, Japdo, Grécia,
Bangladesh, Taiwan e Chile.!? Também foi observada uma
associa¢do significativa entre o polimorfismo rs1544410 e
osteoporose.’® Além disso, foram conduzidos estudos em
outras doencgas autoimunes, como cirrose, hepatite, doenca
de Crohn, doenca de Graves e esclerose multipla. Foi obser-
vada associagdo de ldpus eritematoso sistémico em pacientes
japoneses e chineses com o polimorfismo rs1544410. Assim, o
polimorfismo pode ser investigado em associag¢do com outras
doencas imunes.* Foi observado que polimorfismos no gene
VDR estdo associados a um modo dependente de género, i. é,
com maior prevaléncia em mulheres afetadas com AR.™ Uma

associacdo especifica para género com rs1544410 em nosso
grupo indicou que o polimorfismo ndo tem efeito dependente
de género no caso de AR; e que ndo ha ligacdo entre esse
polimorfismo e aumento de incidéncia de AR entre mulheres.

Embora nossos achados ndo tenham revelado evidéncia de
associacdo entre rs1544410 e AR em nossa populacio, é pos-
sivel que existam outros polimorfismos identificados como
fatores de risco para AR. E importante que outras molécu-
las implicadas na via inflamatéria de AR sejam investigadas
parauma associagio genética com a patogénese dessa doenca.
Outros polimorfismos no gene VDR podem ter associacdo
significativa com relagcdo a AR; portanto, ha necessidade de
estudos em populacdes maiores, para que tal associac¢do seja
definida.
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