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RESUMO

Introducdo: A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, inflamatdria, de progressao
cronica, com etiologia desconhecida, que afeta mdltiplos sistemas e cuja progressao leva a
deformidade articular e consequente desabilidade fisica, gerando incapacidade. TRAF1 é uma
proteina sinalizadora capaz de disparar eventos ou ativar outras proteinas no meio
intracelular. Questiona-se se o polimorfismo rs2486808 localizado em TRAF1-C5 tem
associacdo com a AR. Objetivos: Verificar a frequéncia do polimorfismo TRAF1-C5
rs2486808 em pacientes com artrite reumatoide e em uma populagdo controle. Analisar a
associacdo entre o polimorfismo polimorfismo rs2486808 da regido TRAF1-C5 e a AR.
Meétodos: O DNA de 135 pacientes com AR e 115 controles foi submetido a reacdo de PCR
em tempo real e posteriormente analisados os genotipos G/G, G/T e T/T. Resultados: O
genotipo mais frequente na populagdo controle foi heterozigoto G/T (44,3%), a0 passo que na
populacdo de AR foi o gendtipo G/G (47,2%). O gen6tipo homozigoto T/T foi o de menor
prevaléncia nas duas populacdes (AR e controles). Conclusdo: A analise estatistica
demonstrou que ndo ha associacdo entre o polimorfismo rs2486808 da regido TRAF1-C5

com a AR.

Palavras-chave: Polimorfismo; TRAF1-C5; Artrite Reumatoide.



1. INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, inflamatéria, de progressdo
cronica, com etiologia desconhecida e que afeta multiplos sistemas. A AR se manifesta como
uma poliartrite simétrica de pequenas e grandes articulacdes, cuja progressdo leva a
deformidade articular e consequente desabilidade fisica, gerando incapacidade. Pode também
apresentar complicagcbes graves por conta de acometimentos extra articulares, como:

pericardite, fibrose pulmonar, nddulos reumatoides, neuropatia periférica e amiloidose.

A prevaléncia de AR na populacdo mundial varia de 0,4% a 1,9%, e no Brasil de 0,2%
a 1% (TOBON et al., 2005). A incidéncia de AR aumenta progressivamente com a idade,
sendo mais frequente no sexo feminino. Segundo o estudo Global Burden of Disease de
2000, publicado no World Health Report de 2002, a AR é a 312 principal causa de Years
Lived with Disability (YLD — anos vividos com desabilidade fisica), correspondendo a 0,8%

do total global de YLD.

Os fatores associados ao receptor do fator de necrose tumoral (TRAF) sdo proteinas
sinalizadoras intracelulares responsaveis por disparar eventos intracelulares e ativar outras
proteinas sinalizadoras intracelulares através de interacdo com o receptor proximal do fator
de necrose tumoral (TNFR). Ao todo, seis familias de TRAF sdo conhecidas TRAF 1 —

TRAF 6 (SO et al., 2015).

Estudos em camundongos “knockout” (camundongos geneticamente modificados com
determinado gene excluido) mostraram que a auséncia de TRAF 1 aumenta a proliferacao
celular de linfocitos T CD4 dependente de antigenos e estimulam a resposta Tnw2. Em células
T CD8, a auséncia de TRAF1 revelou uma diminuicdo na sobrevida e imunidade contra o
virus influenza e o virus linfocitico da coriomeningite, redugdo de Bcl-x. e aumento de Bim

por meio da via 4-1BB mediada pelo ERK, redugdo da via 4-1BB mediada por NF-xB



canodnico e aumentoda via 4-1BB mediada por NF-kB nao-canonico (SABBAGH et al., 2006;
MCPHERSON et al., 2012; WANG et al., 2012). Logo, TRAF 1 controla a proliferacdo de
linfocitos T CD4 e inibe a resposta TH2, tem papel crucial na plena resposta dos linfocitos T
CD8+ contra o certos virus, além de promover um efeito protetor sobre os lincécitos T CD8+

aumentando sua longevidade. (SO et al., 2015).

O polimorfismo TRAF1-C5 rs2486808 significa: rs — reference SNP (referéncia
SNP); 7574865 — uma regido do gene TRAF1; SNP (single nucleotide polimorphism —
polimorfismo de nucleotideo Unico). Ou seja, um polimorfismo de nucleotideo unico com
troca de uma Unica base nitrogenada (no caso a troca da base normal G pela base mutada T)

na regido 7574865 do gene de TRAF1-C5.

Questiona-se se o polimorfismo TRAF1-C5 rs2486808 possui influéncia significativa
na imunologia da AR. Dada a grande incapacidade fisica causada pela AR, o estudo da
prevaléncia do polimorfismo genético TRAF1-C5 rs2486808 e o esclarecimento quanto a sua
possivel relacdo com o quadro clinico de AR poderiam nos alertar quanto a necessidade de
uma estratificacdo de risco para esses pacientes, ou até mesmo a utilizacdo de medidas mais

agressivas no controle da doenca.



2. OBJETIVOS
Objetivo Geral
Verificar a frequéncia do polimorfismo TRAF1-C5 rs2486808 em pacientes com AR

e em uma populacéo controle.

Objetivo Especifico
a) Analisar a associacao entre o polimorfismo rs2486808 da regido TRAF1-C5e a

AR.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A artrite reumatoide (AR) é uma doenga autoimune, de etiologia desconhecida
marcada por sinovite crénica cuja progresséo leva frequentemente a deformidades articulares
e incapacidade. Diversos estudos indicaram a presenca de citocinas pré-inflamatdrias na
sindvia de portadores de AR como responsaveis pela patogenia da inflamacao, dentre elas:
fator de necrose tumoral a (TNF-a) (CHU e colaboradores, 1991), interleucina 1 (IL-1)
(DELEURAN e colaboradores, 1992), interleucina 6 (IL-6) (HIRANO e colaboradores,
1988), fator estimulador de col6nia de granuldcitos (GM-CSF) (HAWORTH e colaboradores,
1991), interferon y (INF-y) e interleucina 2 (IL-2) (STREET; MOSMANN, 1991). Todas
essas citocinas apontam o padrdo de resposta inflamatdria Thl como predominante na

patogenia da AR (MILTENBURG e colaboradores, 1992).

TRAFL1 possui em sua estrutura um dominio C terminal em espiral (TRAF-N)/TRAF-
C que contribui para a homo e hetero-oligomerizacdo, funcionando em interacGes de
sequéncias especificas com receptores citoplasméaticos e proteinas sinalizadoras
intracelulares. Os demais TRAFs possuem uma regido N-terminal (RING/zinc-finger)
responsaveis pela montagem das correntes de poliubiquitinas nas proteinas sinalizadoras. As

estruturas estdo esquematizadas na Figura 1 (SO et al., 2015).
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Figura 1 — Estrutura dos TRAFs (SO et al., 2015)



Os TRAFs funcionam primordialmente como proteinas intracelulares responsaveis
por transducdo de sinal, que podem ativar diversas cascatas de eventos no meio intracelular.
Em um estudo com camundongos que expressam grandes quantidades de TRAF1 em células
B e T, notou-se o bloqueio da transdugdo de sinal por meio de TRAF2. Outro estudo com
camundongos knockout demonstrou que TRAF1 regula de forma negativa as vias
dependentes de TNFR e TCR (TSITSIKOV et al., 2001). TRAF1 também é capaz de regular
vias pré e anti-apoptdticas através de membros da familia Bcl-2 (SABBAGH et al., 2006).
Foi demonstrado que TRAFL1 regula de forma positiva a sinalizagdo do TNF por meio de

estimulacdo da via NF-«B através de receptores TNFR2 (LAVORGNA et al., 2009).

H& 3 maneiras de ativacdo de células T naive: Sinal 1, Sinal 2 e Sinal 3. O Sinal 1
corresponde a ativacdo por meio de receptores TCR/CD28. O Sinal 2 corresponde a ativacao
por meio de receptores TNFR. O Sinal 3 corresponde a ativacdo por meio de receptores para
as citocinas IL-1, IL-2, IL-6, IL-18, IL-33 e TGF-B. TRAF1 controla, juntamente com
TRAF2, TRAF3 e TRAF5, a via de sinalizacdo TNFR (Sinal 2), ativando as vias candnica e
ndo-candnica do NF-kB, e a via das MAPK (proteinas quinases ativadas por mitdgenos) (SO
et al., 2015). A via canodnica (ou cléssica) do NF-kB esta relacionada com a expressao de
genes da resposta inflamatoria, resposta imune inata, anti-apoptose e sobrevivéncia celular,
sendo a mais comum das vias (XIAO, 2004). Ja a via ndo-candnica (ou alternativa) €
responsavel pela expressdo de genes ligados ao desenvolvimento e manutencdo de érgaos
linfoides secundarios, como o baco, tonsilas, linfonodos e placas de Peyer (ALCAMO et al.,

2002). Logo, TRAF1 age também na ativacao de células T CDA4.
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4. METODOLOGIA

Foi conduzido um estudo descritivo, transversal do tipo caso-controle.
Selecionaram-se individuos amazonenses, de ambos 0s sexos, ndo indios, entre 18 e 75 anos,
os quais foram classificados em dois grupos: o de pacientes portadores de Artrite
Reumatoide, atendidos no ambulatorio de Reumatologia da Fundacdo Hospital Adriano
Jorge, e 0 de controles, os quais ndo apresentavam historia diagnostica de quaisquer doencas
alérgicas, autoimunes ou crénico-degenerativas. Amostras de sangue dessa populagdo foram
coletadas no periodo de agosto de 2007 a outubro de 2010, ap6s assinatura de termo de
consentimento livre e esclarecido, como parte do projeto “Estudo da Genética Molecular da
Artrite Reumatoide e da Tuberculose no Amazonas”, aprovado no Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas (CEP-UFAM) e homologado no Comité de
Etica em Pesquisa da Fundacdo Hospital Adriano Jorge (CEP-FHAJ). Também foram
registrados os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes com AR participantes da pesquisa.
Ao todo, avaliou-se 196 individuos, sendo 123 pacientes de Artrite Reumatoide e 173

controles.

A partir do material obtido foi realizada extracdo de DNA pela técnica rapida com
sais de brometo de trimetilamdnio (DTAB/CTAB) descrito por GUSTINCICH et al. (1991).
Em seguida, executou-se a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) em Tempo Real, no
Laboratério de Imunologia Molecular (PPGIBA/UFAM), utilizando-se sondas TagMan®
(Life Technologies, USA). A genotipagem das amostras foi realizada em equipamento Step

One Plus 96 pocos (Applied Biosystems).

Com base nestes resultados, foi feita a analise estatistica. O teste 2 foi aplicado para
investigar a associacdo entre gendtipos e as doengas em estudado, com nivel de significancia

p<0,05. A razdo de probabilidades (odds ratio) e intervalo de confianca foram calculados
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quando uma associacdo significativa foi observada. Foram ainda obtidas as frequéncias
alélicas e genotipicas pela contagem direta dos alelos, aplicando-se na formula: X=n/2N, na
qual X representa a frequéncia relativa do alelo, n a frequéncia absoluta do alelo e N o
namero total de individuos. A analise do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) revelou que

os alelos estdo em equilibrio genético para o gene TRAF1-C5.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Participaram do estudo 123 pacientes com Artrite Reumatoide. As caracteristicas
clinico-demogréficas dos mesmos foram descritas em publicacdo anterior (BOECHAT et al.,
2013). Dentre as principais variaveis analisadas, pode-se destacar que a media da idade foi
42,7 anos (DP = 2,85), 90,2% dos sujeitos eram mulheres, 74,24% apresentavam fator
reumatoide positivo e 25,7% possuiam uma forma doenca extra-articular, sendo a sindrome
de Sjogren a manifestacdo sistémica mais frequente, seguida por nodulos reumatoides,
fibrose pulmonar e vasculite reumatoide. Foram excluidos do estudo os pacientes em terapia
com imunobioldgicos apds efeitos colaterais aos DMARDS convencionais (BOECHAT et al.,

2013).

Observa-se que a quantidade de pacientes e controles difere entre os estudos. Isso se
deve ao fato de que foram adicionados novos individuos ao grupo controle com o intuito de
assegurar a validade da pesquisa, respeitando os critérios de inclusdo e excluséo ja descritos.
Além disso, dificuldades técnicas durante o processamento das amostras nas reacdes de PCR

impediram que o resultado de alguns pacientes fosse obtido com sucesso.

Foi realizado um total de 250 reagcdes de PCR em Tempo Real, sendo 135 para o
grupo de AR, 115 para o grupo controle. Destas reacdes, 127 amostras foram positivas no

grupo de AR (8 negativas) e 106 positivas no grupo controle (9 negativas).

A Tabela 1 mostra o resultado da quantificacdo dos genotipos. O gendtipo mais
frequente na populacédo controle foi heterozigoto G/T (44,3%), ao passo que na populacdo de
AR foi 0 genotipo G/G (47,2%). O gendtipo homozigoto T/T foi o de menor prevaléncia nas

duas populagdes (AR e controles).



Tabela 1. Associacao do Polimorfismo 7TRAF7-C5 rs2486808 com Artrite Reumatoide no

Amazonas.
Controles Pacientes
(173) (123) p
N (%0)! N (%0)?
Genotipos

G/IG 46 (43,4) 60 (47,2)
GIT 47 (44,3) 52 (41,0) 0,832

TT 13 (12,3) 15 (11,8)

Alelos

G 139 (65,6) 172 (67,7) 0,693

T 73 (34,4) 82 (36,3)

TEHW p=0,852; 2EHW p=0,474

13
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6. CONCLUSAO

O genotipo mais frequente na populacdo controle foi heterozigoto G/T (44,3%), ao
passo que na populacdo de AR foi o gendtipo G/G (47,2%). O gen6tipo homozigoto T/T foi o

de menor prevaléncia nas duas populagdes (AR e controles).

N&o houve associacgdo entre o polimorfismo rs2486808 TRAF1-C5 e a AR.
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