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RESUMO

Objetivo: O gene mthfr (metilenotetrahidrofolato redutase) tem um forte impacto
sobre a metilacdo do DNA, a biossintese e reparacao de células em proliferacéo, e a
sua mutacdo mais frequente (C677T) tem sido associada a uma reducdo da
atividade enzimética, e, consequentemente, envolvida em diversas doencas
inflamatorias, provavelmente devido ao acumulo de homocisteina (Hcy). O
metotrexato (MTX) é um agente antifolato amplamente utilizado como uma droga
antirreumatica modificadora de doenca (DMARD) para o tratamento da Artrite
Idiopatica Juvenil (AlJ). O objetivo € analisar a associacéo entre a distribuicéo alélica
e genotipica do polimorfismo C677T do gene codificador da enzima MTHFR e a
susceptibilidade a AlJ. Método: Estudo transversal com 38 pacientes com AlJ e 22
controles saudaveis, com faixa etaria entre 3 a 22 anos. Pacientes com AlJ foram
tratados com MTX, e foram monitorados para a ocorréncia de eventos adversos.
Analises laboratoriais e exames clinicos, incluindo dados de toxicidade, foram
realizados durante 16 meses. Pacientes foram submetidos a coleta de sangue
periférico para extracdo de DNA e posterior analise por Reacdo em Cadeia da
Polimerase e Sequenciamento para determinar se havia modificacdo na regido
amplificada. Resultados: A ocorréncia de AlJ foi significativamente associada com o
alelo 677T e seus genotipos (p<0.01). O odds ratio para o alelo T e genotipos (CT e
TT) foi oito vezes maior para a manifestacdo da doenca, o que sugere um efeito de
dominancia do alelo T. Nao houve correlacdo significativa entre o polimorfismo
C677T e analises laboratoriais e histéria clinica (p>0.05), o que também néo foi
associado com reacgOes adversas ao tratamento com MTX (p>0.05). Foi encontrado
um novo polimorfismo na regido 678 ainda ndo descrito na literatura. Conclusao: A
AlJ foi significativamente afetada pelo polimorfismo no gene MTHFR na regiao
gendmica C677T. O aumento da prevaléncia de gendtipos CT e TT em pacientes
com AlJ indicou um efeito de dominancia do alelo T. No entanto, este polimorfismo
nao estava associado com intolerancia MTX, o que sugere que o acumulo de
substrato ndo estd relacionado com a incapacidade do paciente para sequestrar

MTX e prevenir a desintoxicagao celular.



Palavras- Chave: Artrite Idiopatica Juvenil, Metotrexato, Polimorfismo Genético,
Toxicidade, Susceptibilidade, Metilenotetrahidrofolato Redutase.



ABSTRACT

Objective: The mthfr (methylenetetrahydrofolate reductase) gene has a strong
impact on DNA methylation, biosynthesis and repair of proliferating cells, and its
most common mutation (C677T) has been linked to a reduced enzymatic activity,
and consequently involved in various inflammatory diseases probably due to the
homocysteine accumulation (Hcy). Methotrexate (MTX) is an antifolate agent widely
used as a disease-modifying anti-rheumatic drug (DMARD) for treatment of juvenile
idiopathic arthritis (JIA). The objective is to analyze the association between allelic
and genotypic distribution of the C677T polymorphism of the gene encoding MTHFR
and susceptibility to JIA. Method: A cross-sectional study included 38 patients with
JIA and 22 healthy controls, with age range from 3 to 22 years. JIA patients were
under MTX treatment, and were monitored for adverse events. Laboratorial analyses
and clinical examinations, including toxicity data, were performed during 16 months.
Patients underwent peripheral blood sampling for DNA extraction and subsequent
analysis by Polymerase Chain Reaction and Sequencing to determine if there were
changes in the amplified region. Results: JIA occurrence was significantly
associated with the 677T allele and its genotypes (P<0.01). The odds ratios for T
allele and genotypes (CT and TT) were eight-times higher towards the disease
manifestation, suggesting a dominance effect of the T allele. There was no significant
correlation between the C677T polymorphism and laboratorialy analyses and medical
history (p>0.05), which was not associated with adverse reactions to MTX therapy
(p>0.05) either. We found a new polymorphism was 678 not yet described in the
literature. Conclusion: JIA was significantly affected by the polymorphism in the
MTHFR gene at the C677T genomic region. The increased prevalence of CT and TT
genotypes in JIA patients indicated a dominance effect of the T allele. However, this
polymorphism was not associated with MTX intolerance, suggesting that
accumulation of substrate is not related to the incapacity of patients to sequester

MTX and prevent cellular detoxification.

Keywords: Juvenile Idiopathic Arthritis, Methotrexate, Genetic Polymorphism,
Toxicity, Susceptibility, Methylenetetrahydrofolate Reductase.
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1. INTRODUCAO

A Artrite Reumatoide Juvenil (ARJ) é uma doenca sistémica inflamatoria
cronica, de etiologia desconhecida, porém acredita-se que haja a combinacdo de
fatores genéticos, ambientais, resposta imunologica anormal além de infeccéo viral e
bacteriana. Recentemente, em 1990, na International League of Associations for
Rheumatology (ILAR), houve um consenso entre especialistas e a nova classificagéo
reconhecida internacionalmente em substituicdo a artrite reumatdéide juvenil proposta
€ Artrite Idiopética Juvenil (AlJ). O aparecimento da AlJ ocorre em criangas, de
ambos o0s géneros, antes de completarem dezesseis anos persistindo por, no
minimo, seis semanas e acometendo trés vezes mais meninas em comparacao com
meninos (PETTY et al., 2004; RAVELLI & MARTINI, 2007; IWAMOTO et al., 2008;
PRAHALAD & GLASS, 2008).

Nas ultimas décadas houve grande progresso no tratamento das artrites
juvenis. O reconhecimento precoce de suas complicagbes como a sindrome de
ativacdo macrofagica, principalmente na forma sistémica, resultou em declinio da
mortalidade dos pacientes acometidos pela AlJ. A intervencdo mais precoce, nas
formas poliarticulares, resulta em menor incapacidade fisica e psicossocial assim
como melhora no progndstico visual. Todo este avango é resultante do
aprimoramento de técnicas diagndsticas, laboratoriais e por imagem além da
introducdo de novos agentes terapéuticos como as drogas antirreumaticas, 0s
agentes bioldgicos e a combinacdo de varias drogas no tratamento mais agressivo
da AlJ, visando a reducéo precoce de comprometimentos articulares (MACHADO &
RUPERTO, 2005; PRAHALAD & GLASS, 2008; DERVIEUX et al., 2012; LUBRAND
& SCARPA, 2012; RANTALAIHO et al., 2012).

O metotrexato (MTX) € um antagonista do &cido fdlico, considerado hoje
como um dos mais importantes farmacos modificadores da doengca (DMARD’S) no
tratamento da Artrite Reumatdide (AR). Estima-se que, atualmente, cerca de
500.000 individuos com AR estédo sob terapéutica com MTX, sendo a DMARD mais
prescrita, mesmo quando comparado com o conjunto de todas as outras DMARD’s
restantes atualmente em uso (NEVES & JORGE et al., 2009).
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7

Por outro lado, € valido ressaltar que o fator limitante a boa resposta
terapéutica na AlJ ainda é o atraso no diagndstico e no planejamento do tratamento
adequado bem como a dificuldade no manejo da medicacdo (MOTA, 2008).

Os polimorfismos genéticos podem influenciar diretamente os fatores de risco
associados a diversas doencas. A ocorréncia, portanto, de variacdes genéticas,
indubitavelmente elevam o risco de desenvolvimento de eventos adversos pela
utilizacdo das drogas antirreumaticas acarretando falhas no tratamento. Os
beneficios pela utilizacdo do metotrexato sdo inegaveis, acompanhados por uma
miriade de fatores téxicos que acometem os individuos em tratamento (VAN DER
PUT et al., 1997; NEVES et al., 2009).

Considerando que fatores comportamentais podem modular o efeito de
alguns polimorfismos genéticos, faz-se necessario o conhecimento das interacdes
entre 0s genes humanos, as suas fungcbes e o conhecimento dos componentes
clinicos e comportamentais. A compreensao das correlacdes entre susceptibilidade,
fatores comportamentais, clinicos e terapéutica medicamentosa em pacientes com

AlJ possibilitard uma otimizacdo da saude humana e a prevencéo das doencas.

1.1 Historico da Artrite Idiopatica Juvenil

A AlJ é uma doenga reumética crbnica que tem seu inicio na infancia e
apresenta caracteristicas distintas das outras classificacdes de artrites inflamatorias
cronicas. A primeira descricdo da sintomatologia da artrite em criancas foi descrita
em 1545 com relatos sobre a hidroterapia no tratamento da doenca. Em 1891,
Meyer Diamant-Berger, publicou um relato geral de 39 casos e concluiu que a artrite
em adultos diferia-se com a doenca manifestada em criancas, com acentuada
variacdo na sua forma de apresentacédo. George Frederic Still em 1897 reconheceu
a heterogeneidade da expressdao da doenca por meio da publicacdo de 19 casos
com a descricdo do atraso no crescimento das criangcas acometidas por artrite
(WOO, 1997; SCHNEIDER & PASSO, 2002; MARTIN et al., 2006).

1.2 Classificagcdes da Artrite Idiopatica Juvenil
Os critérios definidos do Colégio Americano de Reumatologia (ACR) incluem

a definicdo da artrite, idade e o tempo de sintomatologia, necessario para o
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diagnostico. Tal classificagéo incluia os trés tipos sendo eles sistémico, poliarticular
e oligoarticular. O limite de idade para o desenvolvimento de AlJ estabelecido era
até dezesseis anos, com duracéo dos sinais e sintomas de, no minimo, seis meses a
um ano, baseado ndo nas variacdes biologicas apresentadas pela doenca, mas na
avaliacdo clinica por especialistas (BREWER et al., 1997).

A forma de inicio foi definida pelo aparecimento dos sinais clinicos presentes
nos primeiros seis meses da doenca. A quantidade de articulagbes acometidas
define o tipo de artrite manifestada em criancas. Assim a AlJ oligoarticular acomete
até quatro articulagbes. A AlJ poliarticular é definida como artrite de cinco ou mais
articulacdes durante os seis primeiros meses de doenca. A AlJ sistémica €
caracterizada por febre com picos diarios maiores que 39°C por pelo menos duas
semanas, em associa¢cdo com artrite em pelo menos uma articulacdo. A maioria das
criancas com AlJ de inicio sistémico apresenta o rash caracteristico, além de
evidéncias das manifestacbes extra-articulares como linfoadenomegalias,
hepatomegalias e serosites (SANTOS, 2006).

Em 1977, houve a criacdo de novos critérios para melhor diferenciacdo das
doencas reuméticas pela Liga Europeia contra Reumatismo (EULAR). Porém, o
termo Artrite Crbnica Juvenil (ACJ) foi proposto para um grupo heterogéneo de
doencas que se apresentam com artrites juvenis. Para que o diagnostico ACJ seja
confirmado € necessario que a artrite se inicie antes dos dezesseis anos, com a
positividade do fator reumatéide persistindo por, pelo menos trés meses, com
exclusdo de outras doencas como: artrites infecciosas, anormalidades né&o
reumaticas especificas como a febre familiar do Mediterraneo, sarcoidose, doencas
hematoldgicas e neoplasicas, outras doencas do tecido conjuntivo, vasculites, febre
reumatica e artropatias pos-infecciosas. Incluidos no termo ACJ estdo a espondilite
anquilosante juvenil, a artropatia psoriasica e as artropatias associadas as doencas
inflamatdrias intestinais. E necessario identificar as diferencas significativas entre os
critérios da ACR e EULAR sendo elas a inclusdo das espondilite anquilosante
juvenil, artrite psoridsica e artrites associadas as doencas inflamatorias intestinais, e
a restricdo do termo Artrite Reumatéide Juvenil (SCHNEIDER & PASSO, 2002;
SANTOS, 2006).
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Em 1993, o International League of Associations for Rheumatology (ILAR)
instituiu um grupo internacional de reumatologistas pediatricos no intuito de se criar
uma nova classificagdo para a doenca. O objetivo do trabalho era alcancar
homogeneidade entre as categorias, a fim de melhorar a comunicacdo entre 0s
profissionais, e consequentemente representava um avango nos cuidados aos
pacientes (PETTY et al., 1998).

A classificacdo proposta pela ILAR é a mais recente e descreve 0s sete
subtipos de AlJ sendo eles: sistémico, oligoarticular, poliarticular com fator
reumatoide positivo (FR), poliarticular FR negativo, artrites relacionadas com as
entesites, artrite psoriasica e artrites indiferenciadas. O objetivo dessa nova
classificacdo é identificar subtipos homogéneos de pacientes com artrite crénica e
permitir o avanco das pesquisas relacionadas com etiologia, patogénese,
epidemiologia, histéria natural e terapéutica (PETTY et al., 2004).

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas das classificacbes das artrites na

infancia segundo ACR, EULAR e ILAR conforme descrita abaixo.

Tabela 1 - Caracteristicas das Classificagcdes das Artrites Cronicas na
Infancia segundo ACR !, EULAR? e ILAR®.

Caracteristicas ACR EULAR ILAR
Nomenclatura ARJ? ACJ°> Alg®
Tipos de inicio Trés Seis Sete
Cursos dos subtipos 2 6 semanas 2 3 meses 2 6 semanas
Idade de inicio da artrite <16 anos <16 anos <16 anos
Duracéo da artrite 2 6 semanas 2 3 semanas 2 6 semanas
Inclusdo de EAJ’ N&o Sim Sim
Inclusdo de APJ® N&o Sim Sim
Incluséo de DII° Nao Sim Sim
Exclusédo de outras doencgas Sim Sim Sim

1- American College of Rheumatology, 2- European League Againt Rheumatism, 3- International
League Association for Rheumatology, 4- Artrite Reumatéide Juvenil, 5- Artrite Crbénica Juvenil, 6-

Artrite Idiopética Juvenil, 7- Espondilite Anquilosane Juvenil, 8- Artrite Psoridsica Juvenil, 9- Doenca

inflamatéria intestinal. Fonte: Adaptado de Ferriani, 2008.
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1.3 Epidemiologia

A AlJ é uma das doengas crGnicas mais comuns na infancia e importante
causa de deficiéncia no crescimento a curto e longo prazo. O inicio dos sintomas
ocorre na faixa etaria entre um a trés anos com incidéncia maior em criancas do
género feminino (SAYAH & ENGLISH, 2005; SIZOVA, 2008; HAYWARD &
WALLACE, 2009).

As taxas de incidéncia publicadas atualmente variam de 0,80 a 86,0 / 100.000
criancas e a prevaléncia é de 0,07 a 4,01 / 1.000 criancas. De modo geral, ha uma
predominancia maior no género feminino, com relagdo de trés meninas para cada
menino. Quanto a presenca de uveite, as meninas sdo mais afetadas que o0s
meninos, pois a proporcdo varia de 5,0 — 6,6: 1 (MANNERS & BOWER, 2002;
RUPERTO, 2004; RAVELLI & MARTINI, 2007; BECKER et al., 2011; TASBAS et al.,
2011). A grande variabilidade nestas taxas deve-se a fatores principais como
dificuldades quanto ao diagndéstico, diferentes definicbes clinicas dos casos,
diversidade nos grupos estudados e desenvolvimento de novos critérios para
classificacdo (SANTOS, 2006).

1.4 Etiopatogenia da Artrite Idiopética Juvenil

Embora a AlJ tenha seu curso clinico e patolégico bem conhecido, a etiologia
permanece ainda desconhecida. A AlJ é uma doenca cronica multifatorial com uma
combinacéo de diversos fatores imunogenéticos e ambientais acometendo uma ou
mais articulacdes englobando varios subtipos cuja gravidade e evolucdo se diferem
(FERNANDES, 2006; BULATOVIC et al., 2011).

A multiplicidade das caracteristicas clinicas, evolutivas, imunoldgicas e
imunogenéticas dessa doenca heterogénea sugerem que as diferentes formas
clinicas representem, na realidade, entidades clinicas distintas com mecanismos
etiopatogénicos proprios (FERRIANI, 2008).

O evento inicial é caracterizado por um processo inflamatério na membrana
sinovial com acumulo de linfocitos e macréfagos. A hiperplasia das células sinoviais,
o infiltrado linfocitico e a neoangiogénese promovem a formacdo de um tecido
proveniente da sinévia conhecido como pannus, o qual atinge a cartilagem articular

com destruicdo progressiva. A morbidade da doenca é caracterizada por perdas
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0sseas sendo o osteoclasto a principal célula envolvida neste processo. As citocinas
e mediadores inflamatérios como TNFa sdo responsaveis pela ativacdo dos
osteoclastos ocupando lugar de destaque na doenca erosiva da articulacéo
(GOLDRING, 2002; MIOSSEC, 2004).

A resposta autoimune dirigida contra autoantigenos parece ser a patogénese
central no desenvolvimento da doenca. O antigeno leucocitario humano (HLA-
human leukocyte antigen) € o fator genético que contribui mais intensamente para o
risco de desenvolver AR (BRENOL, 2010). Foram descritas associagcdes entre alelos
do complexo principal de histocompatibilidade (HLA-A2; HLADRB1*11 e HLA-
DRB1*08) e os subtipos da AlJ. O HLA-DR4 (DRB1*0401) tem uma associacao forte
com o tipo poliarticular FR positivo. Indubitavelmente o desencadeamento da AlJ,
em individuos predispostos geneticamente, pode ocorrer devido a estresse
psicolégico, anormalidades nos niveis de hormdénios e citocinas inflamatérias,
traumas articulares ou infeccbes virais e bacterianas. Portanto, ha o
desenvolvimento de fenbmenos autoimunes com um aumento nos niveis sericos de
imunocomplexos circulantes e citocinas pré-inflamatérias (SULLIVAN, 2005; WEISS
& ILOWITE, 2005; SANTOS, 2006; FERRIANI, 2008).

O possivel papel das infeccbes como causa da AlJ é sustentado pelo
acometimento de criangcas sendo que, frequentemente ha desequilibrio no sistema
imunoldgico:  imunodeficiéncias como a deficiéncia seletiva de IgA,
hipogamaglobulinemia ou deficiéncia de fracbes do complemento. Entre 0s virus
implicados na etiologia da AlJ, estdo o Epstein-Barr, o parvovirus B19, os virus
influenza, o da rubéola e o herpes simples e o adenovirus. Estimulos ambientais, por
meio de mecanismos mediados pelo sistema imune, podem desencadear uma
resposta inflamatéria em um individuo geneticamente susceptivel, levando a
destruicdo articular na AlJ (SULLIVAN, 2005; WEISS & ILOWITE, 2005; SANTOS,
2006; FERRIANI, 2008).

A imunidade celular na AlJ pode ser comprovada pela presenca de células T
CD4+ no liguido sinovial em individuos portadores de artrite. Estas células tem papel
fundamental na iniciacdo da inflamacdo crénica na membrana sinovial. Por outro
lado, varios trabalhos demonstraram a presenca de altos niveis de citocinas pro-

inflamatorias (IL-1, IL-6 e TNF a) no liquido sinovial de criangas com AlJ. Além disso,
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foi também observado que niveis de IL-6 estdo significativamente mais elevados em
pacientes com AlJ de inicio sistémico, quando comparados aos pacientes com AlJ
oligoarticular e adultos com Artrite Reumatodide. Essas citocinas constituem alvo de
novas formas de tratamento (BRENOL, 2010).

Varios aspectos dos mecanismos patogénicos responsaveis pelas
manifestacdes clinicas da AlJ necessitam de melhores esclarecimentos. A etiologia
dessa doenca permanece desconhecida (FERRIANI, 2008).

Reconhecendo que a AlJ € um conjunto de desordem com manifestacdes
articulares e extra-articulares que conduzem a prejuizos estruturais e funcionais, o

diagndstico é primordial para reducdo de sequelas (SAYAH & ENGLISH, 2005).

1.5 Sintomatologia na Artrite Idiopatica Juvenil

Os individuos acometidos por AlJ podem, além de apresentar uma artrite
crdnica, ter manifestacdes extra-articulares variaveis dependendo do tipo de inicio
da doenca. Rigidez matinal e dor noturna sdo os sintomas mais relatados por
criancas com AIlJ ou responsaveis. Nao obstante, irritabilidade, atraso de
crescimento, fadiga, anorexia, presenca de posi¢cdes antélgicas e recusa ao andar
podem ser encontrados nestes individuos (SANTOS, 2006; FERRIANI, 2008).

A artrite persistente em uma ou mais articulacdes, por no minimo seis
semanas, € suficiente para o diagnostico de AlJ. As manifestacdes presentes nos

primeiros seis meses determinam o tipo de artrite instalado (FERNANDES, 2006).

1.5.1 Sistémica

O subtipo sistémico € muito distinto dos outros subtipos. Acomete mais
frequentemente meninos em relacdo a meninas e ndo ha idade preferencial. Uma
das caracteristicas principais que definem este subtipo € a presenca de febre por
mais ou menos duas semanas e inclui: erupcdo eritematosa, hepatomegalia ou
esplenomegalia, linfoadenopatia generalizada ou serosite e presenca de mialgias e
dores abdominais intensas durante os picos (WEISS & ILOWITE, 2005; SANTOS,
2006; RAVELLI & MARTINI, 2007).

A AlJ do tipo sistémica é geralmente simétrica e poliarticular. Na investigacao

dos exames laboratoriais ha a presenca de leucocitose com neutrofilia, trombocitose
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e elevacdo da taxa de segmentacdo de eritrocitos e proteina C-reativa. Os
individuos ainda podem apresentar anemia microcitica (PETTY et al., 2004; WEISS
& ILOWITE, 2005).

A sindrome de ativacdo macrofagica pode ser encontrada em 5 a 8% dos
individuos. Esta sindrome € caracterizada por aparecimento subito de febre
continua, pancitopenia, hepatoesplenomegalia, insuficiéncia hepatica, coagulopatia
com manifestacbes hemorragicas e sintomas neurolégicos. Nos exames
laboratoriais encontram-se elevados niveis de triglicerideos, reducdo de soédio e
aumento na concentracdo de ferritina (WEISS & ILOWITE, 2005; RAVELLI &
MARTINI, 2007).

1.5.2 Oligoartrite

Este subtipo acomete até quatro articulagbes sendo a forma mais frequente
de AlJ representando 26% a 56% de todos os casos. A incidéncia € maior no género
feminino sendo as articulacbes do joelho e tornozelos as mais frequentemente
acometidas, geralmente de maneira assimétrica (SULLIVAN, 2005; FERNANDES,
2006; TASBAS et al., 2011).

Existe uma forte associagcdo com alelos HLA. Os anticorpos antinucleares
(FAN) sao encontrados em 70% a 80% dos casos e constituem fator de risco para o
desenvolvimento de uveite. Em torno de 20% das criancas sdo acometidas por
uveite e cerca de 10% dos casos pode preceder o inicio do quadro articular. Quando
o tratamento ndo é iniciado podem evoluir para sequelas que variam desde
sinéquias posteriores até catarata, glaucoma e cegueira (WEISS & ILOWITE, 2005;
RAVELLI & MARTINI, 2007).

Segundo ILAR ha a distincdo de duas categorias de oligoartrite, sendo elas do
tipo persistente acometendo até quatro articulagcbes durante sua evolucdo, e
extendida (presente em até 30% dos casos) quando mais de quatro articulagcdes séo
atingidas apods os seis primeiros meses de evolucédo da doenca. Os fatores de risco
para essa evolugdo sao: artrite em punhos e tornozelos, articulagbes em maos,
artrite simétrica, aumento do VHS (velocidade de hemossedimentagdo) e presenca
de FAN (SAYAH & ENGLISH, 2005; FERNANDES, 2006).
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1.5.3 Poliartrite com fator reumatoide positivo

Este subtipo acomete cinco ou mais articulagbes durante os primeiros seis
meses da doenca com pesquisa do FR (fator reumatdéide) positivo em pelo menos 2
testes com, no minimo, trés meses de intervalo. E mais frequente no sexo feminino
com inicio entre 12 a 16 anos, acometendo 10% das criangcas com AlJ (PETTY et
al., 2004).

Os principais sintomas s&o: anorexia, febre baixa, adenomegalias,
hepatoesplenomegalias e serosite. Ha manifestacbes extra-articulares como
presenca de nodulos subcutdneos e vasculite sistémica. E considerada uma
poliartrite simétrica que afeta articulagbes como punhos, metacarpofalangianas,
interfalangianas proximais, metatarsofalangianas e a seguir, joelhos, tornozelos e
quadris. Seu prognostico é desfavoravel, e h4 uma associacdo entre HLA e
anticorpos antinucleares (SCHNEIDER & PASSO, 2002; SAYAH & ENGLISH, 2005;
WEISS & ILOWITE, 2005).

1.5.4 Poliartrite com fator reumatoide negativo

A poliartrite com fator reumatdide negativo acomete de 20% a 30% dos
pacientes com AlJ em qualquer idade sendo dois os maiores picos de incidéncia:
entre dois e trés anos e por volta dos dez anos. E assimétrica, com predominancia
no sexo feminino, afeta cinco ou mais articulacées durante seis meses da doenca e
fator reumatdide é persistentemente negativo (RAVELLI & MARTINI, 2007).

1.5.5 Artrite Psoriasica

Definida como artrite associada a psoriase ou como artrite associada a pelo
menos duas das seguintes caracteristicas: dactilite, alteracbes ungueais e histérico
familiar de psoriase (SANTOS, 2006).

O quadro articular consiste no comprometimento assimétrico de grandes
articulacdes (joelhos e tornozelos) e também de pequenas articulagbes dos dedos
das maos e pés. A artrite psoriasica tem um diagnostico muito dificil, pois as
alteracbes cutaneas podem preceder o aparecimento da artrite (RAVELLI &
MARTINI, 2007).
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1.5.6 Artrite relacionada a entesite

Acomete mais frequentemente meninos na proporcdo de 9:1 na faixa etéaria
de seis anos de idade. Ha forte associacdo com a presenca de HLA-B27 em 75%
dos casos e por vezes, ha referéncia de espondiloartropatia na histéria familiar (TSE
& LAZER, 2003; BRENOL, 2010).

Em geral é assimétrica e aditiva comprometendo usualmente articulacdes
periféricas dos membros inferiores principalmente joelhos, tornozelos e quadris. A
evolucdo € benigna, porém 50% das criancas podem ter progressao e posterior
comprometimento das articulagbes sacroiliacas e da coluna cervical produzindo
quadro clinico de espondilite anquilosante (FERNANDES, 2006).

1.5.7 Artrite Indiferenciada

Os pacientes que ndo satisfazem critérios de inclusdo para quaisquer outras
categorias citadas anteriormente ou preenchem critérios de inclusdo para mais de
um tipo de AlJ (PETTY et al., 2004).

1.6 Terapia Medicamentosa

Historicamente o tratamento das artrites idiopéticas juvenis é composto por
DMARD’s como Metotrexato (MTX) e Sulfassalazina associado a corticoides
sistémicos (SIZOVA, 2008; HAYWARD & WALLACE, 2009).

Em décadas anteriores a terapia medicamentosa era composta por drogas
anti-inflamatoérias n&o esteroidais associadas a baixas doses de corticéides.
Recentemente inimeras pesquisas demonstraram a eficacia na utilizacdo das
DMARD’s em artrites reumatoéides juvenis. As DMARD’s incluem metotrexato,
sulfassalazina, azatioprina, cliclosporina, hidroxicloroquina, leflunomida e outros
(MARTIN et al., 2006; SIZOVA, 2008; HAYWARD & WALLACE, 2009; SOLIMAN et
al., 2011; LUBRAND & SCARPA, 2012).

Novos tratamentos tém sido discutidos em diversas pesquisas de terapia
medicamentosa para criangcas com AlJ. O paradigma do tratamento das artrites
juvenis esta evoluindo para uma terapéutica mais precoce também considerada
mais “agressiva’, porém objetiva a regressao da atividade inflamatéria antes que

tenha ocorrido danos articulares permanentes alcancando melhor desempenho
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funcional em longo prazo. A escolha da terapia a ser empregada requer uma
avaliagdo cuidadosa dos riscos e beneficios de cada farmaco (PINCUS et al., 2003;
KREMER, 2004; HAYWARD & WALLACE, 2009).

1.6.1 Metotrexato

O metotrexato (MTX) foi desenvolvido em 1940 como antagonista especifico
do acido félico, inibindo primariamente a proliferacdo de células malignas e a sintese
de purinas e pirimidinas. Efeitos do MTX sdo essenciais para compreensao do
metabolismo da purina, sintese de DNA e inibicdo da producao de timidilato (CHAN
& CRONSTEIN, 2002).

Esta droga mostrou sua eficiéncia por meio de um inicio relativamente rapido
da acdo sendo bem tolerada na maioria dos casos. Esses recursos proporcionaram
ao MTX tornar-se a DMARD mais amplamente usada com alto destaque na terapia
medicamentosa e a primeira droga de escolha no tratamento de artrites (WHITILE &
HUGHES, 2004; RAU & HERBON, 2004; FOELL et al., 2004; FRANSEN et al.,
2004; LEE et al., 2009; STAMP et al., 2009, STAMP et al., 2010; BULATOVIC, 2011,
HOLB et al., 2012, RANTALAIHO et al., 2012).

O metotrexato € um farmaco composto por aminopterina, um anélogo do
acido fdélico e inibidor da Dihidrofolato redutase (DHFR) (CHAN & CRONSTEIN,
2002; KREMER, 2004; SCHMELING et al.,, 2005). Isto se deve a remissao da
doenca ser maior que 70% dos pacientes. Esta superioridade do MTX em relacéo
aos outros farmacos pode ser confirmada por vastas pesquisas que refletem sua
potencialidade na eficacia, baixo custo e seguranca aceitavel (PINCUS et al., 2003;
KREMER, 2004; LUBRAND & SCARPA, 2012; RANTALAIHO et al., 2012).

Apesar da sua grande utilizacdo e dos seus inegaveis beneficios, o MTX
apresenta efeitos adversos sendo sua toxicidade a principal razdo do abandono do
tratamento. Cerca de 10 a 30% dos pacientes em uso de MTX abandonaram o
tratamento devido a toxicidade (RAU & HERBON, 2004; STAMP et al., 2010). Os
principais eventos adversos relatados na literatura sdo: sintomas gastrintestinais
(como nauseas, vomitos, diarreia e Ulceras pépticas), mucosites, elevacdo de
enzimas hepaticas, trombocitopenia, leucopenia, alopecia, formacdo de ndédulos
reumatdides e neurotoxicidade (WHITTLE & HUGHES, 2004; WESSELS et al.,
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2006; FISHER & CRONSTEIN, 2009; STAMP et al.,, 2010; MENA et al., 2011,
YANAGIMACHI et al., 2011).

1.7 Polimorfismos em enzimas relacionadas ao metabolismo do folato e ao
metabolismo do MTX

A susceptibilidade dos individuos a agravos a saude pode ser determinada
por variacbes genéticas que acometem mais de 1% da populacdo em geral. Tais
variacfes sdo classificadas como polimorfismos genéticos. Ha polimorfismos de um
anico nucleotideo que ocorre entre as sequéncias de DNA comuns no genoma
humano e ajudam a determinar a susceptibilidade de um individuo ao
desenvolvimento de agravos. Estes polimorfismos sdo chamados de Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs) (MAIA, 2007; ROCHA et al., 2007; SILVA, 2007).

Algumas alteracfes nas sequéncias de DNA como SNP’s afetam os sitios de
reconhecimento para enzimas de restricdo, resultando em uma variacao de individuo
para individuo no tamanho de certos fragmentos de DNA produzidos pela digestao
com uma enzima de restricdo especifica. Estas diferencas de tamanho séo referidas
como polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricdo, ou RFLP’s
(Restriction Fragments Length Polymorfisms) (KREMER, 2006; MAIA, 2007).

A acdo do MTX é ainda desconhecida, porém sabe-se que ele inibe a enzima
DHFR devido a sua alta afinidade, de aproximadamente 1000 vezes mais que a
dihidrofolato (VAN EDE et al., 2001; BERKUN et al., 2004; AGGARWAL et al., 2006;
BECKER et al., 2011). Devido ao seu efeito inibitério em diversas enzimas alvo, o
MTX interrompe o ciclo do folato ocasionando diminuicdo na producdo de
precursores de DNA, interrupcéo de reacdes metil-dependentes e posterior acumulo
de adenosina (HORNUNG et al., 2008; BECKER et al., 2011; IZMIRLI, 2013).

Apés a entrada do MTX na célula por carregadores de folato, ele se liga
rapidamente a enzima até que os sitios de ligacdo enzimaticos figuem saturados
(VAN EDE et al., 2001; DERVIEUX et al., 2006; RANGANATHAN et al., 2008). Por
meio de transporte ativo, e uma vez internalizado, o MTX é convertido na forma de
poliglutamato (MTXPG) pela enzima foliglutamato sintase (FYGS) adicionando
residuos de glutamato ao MTX (DERVIEUX et al., 2004; HORNUNG et al., 2008;
WESTLAKE et al., 2009). Sob esta forma o MTX é retido na célula inibindo outras
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enzimas dependentes de folato como timidilato sintase (TYMS), 5-aminoimidazol-4-
carboxamida ribonucleotideo  (AICAR) transformilase (ATIC) e DHFR.
Consequentemente ha um acumulo de droga livre no espaco intracelular, e a
presenca em excesso do MTX provoca reducdo drastica dos niveis de
tetrahidrofolato (THF) promovendo reducdo na sintese de DNA, inibicdo da divisdo
celular e consequentemente a inibicdo do metabolismo das purinas e pirimidinas, e a
inibicdo da sintese de acidos nucleicos. A deplecdo da THF e a reducdo da 5 metil
THF (5mTHF) ird reduzir a remetilacdo de homocisteina (Hcy) em metionina
promovendo uma acumulo de homocisteina (DERVIEUX et al., 2006; WESSELS et
al., 2006; WESSELS et al.,, 2008; RANGANATHAN et al., 2008; FISHER &
CRONSTEIN, 2009).

O MTX interfere no metabolismo da metionina-homocisteina, especificamente
na transmetilagdo da homocisteina em metionina, por inibicdo da 5,10 MTHFR, uma
enzima dependente do folato, que cataliza a conversdo da Hcy em metionina
(BERKUN et al., 2004; ROCHA et al., 2007; FISHER & CRONSTEIN, 2009; MATTIA
& TOFFOLI, 2009).

O gene autossémico humano mthfr esta localizado no cromossomo 1p36.3 e
codifica uma flavoproteina de 656 aminoacidos (GOYETTE, 1994). A MTHFR atua
no metabolismo do carbono e/ou do &cido folico e o polimorfismo mais importante
encontra-se na posicao 677 (exon 4, codon 222) alterando um aminoacido altamente
conservado no dominio catalitico N-terminal (C677T/Ala222Val). Esta enzima
catalisa a reducao da 5,10 MTHFR a 5 Metil THF. A enzima MTHFR tem um papel
crucial no metabolismo do folato, importante para a manutencéo da biossintese de
DNA e/ou RNA e metilacdo do DNA genémico (MAIA, 2007; ROCHA et al., 2007;
SILVA, 2007).

Polimorfismos associados a variabilidade da enzima MTHFR podem alterar a
susceptibilidade individual dos individuos ao MTX (HUGHES et al., 2006). Na Figura
1 é apresentada a localizacdo do gene mthfr.
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Figura 1 — Localizacdo cromossdmica do gene mthfr na regido 1p36.3. Fonte:
Genetics Home Reference, 2012.

A Hcy é um aminoacido sulfurado, produto intermediario do metabolismo da
metionina. Seu metabolismo intracelular ocorre por meio da remetilagdo a metionina
e transsulfuracéo a cisteina. A Hcy néo é utilizada na sintese de proteinas e também
nao é parte significativa da dieta humana, sendo sua Unica fonte para o organismo, a
degradacgéo da metionina (LOPES, 2006).

A enzima MTHFR cataliza irreversivelmente a conversao de 5,10 MTHFR em
5 MTHFR, considerado o doador de metil necessario para a conversao de Hcy em
metionina pela metionina sintase (MTR). A Hcy esta envolvida, por exemplo, na
formacdo da S-adenosilmetionina (SAM), o doador universal de grupos metil (CH3),
em diversas reacdes de metilacdo cruciais para a sintese de DNA, proteinas e varios
neurotransmissores. A MTR cataliza a regeneragao da metilcobalamina, um cofator
para a metionina sintase, e esta reacdo tem um papel essencial na manutencao do
estado da atividade enzimética da MTR (VAN EDE et al., 2001; WEISMAN et al.,
2006; MA et al., 2009).

Na Figura 2 é apresentada a via bioquimica simplificada do metabolismo do
folato e do papel da MTHFR na sintese, reparo e metilacdo do DNA e na Figura 3 é

apresentado o metabolismo do acido félico ou 0 metabolismo de um carbono.
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Sintese e reparo Metilacdo do
do DNA DNA

\Nucleotideos

/ purinicos
dTMP I Metiltransferase
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THF D E— l
l MTHFR SAH
Sintese de l
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Figura 2 - Via bioquimica simplificada do metabolismo do folato e do papel da MTHFR
na sintese, reparo e metilacdo do DNA. Maia YCP, 2007.
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Varios genes que controlam o metabolismo do folato sdo polimorficos. A
literatura relata outro polimorfismo funcional, mthfr A1298C (glutamina para alanina,
exon7, cédon 1298). Este polimorfismo ocorre em uma menor frequéncia, porém
atua na reducéo da atividade enzimatica da MTHFR (MA et al., 2009).

A MTHFR apresenta um papel central no metabolismo de um carbono ou no
metabolismo do &cido félico, e determina o equilibrio entre as vérias formas de
folato, essenciais para a metilacdo e sintese de DNA (PINCUS et al., 2003,
SCHMELING et al., 2005; MAIA, 2007).

Ha relatos que indicam que o MTX direta ou indiretamente esta envolvido na
liberacdo de adenosina enddgena, outro mecanismo importante de acdo do MTX. Os
poliglutamatos do MTX inibem também a AICAR, uma enzima envolvida na sintese
das purinas, e que, em ultima andlise, leva a acumulacdo de adenosina, mediadora
de muitos dos efeitos anti-inflamatérios do MTX (RAU & HERGON, 2004;
RANGANATHAN et al., 2008; WESTLAKE et al., 2009). A adenosina é libertada
para o0 espaco extracelular e entre mdultiplos efeitos anti-inflamatorios, inibe a
acumulacéo de leucocitos e a lesdo endotelial mediada por neutréfilos nos locais de
inflamacéo, a reducéo da sintese do fator de necrose tumoral alfa (TNF a), e inibicao
de uma variedade de atividades de mondcitos/macréfagos e células T (SCHMELING
et al., 2005; RANGANATHAN et al., 2008; BRENOL, 2010).

E véalido mencionar que outros polimorfismos nos genes associados ao
metabolismo do folato, também podem contribuir no aumento ou reducdo do risco
para alguns tipos de cancer. Merecem atencdo 0s genes da enzima metionina
sintase (MTR), da metionina sintase redutase (MTRR) e da TYMS. A metionina
sintase € essencial para a manutencdo adequada dos niveis de folato intracelular,
catalisando a remetilacdo da Hcy para formar metionina, que € requerida para a
producdo de SAM. O gene mtr tem um polimorfismo na posicdo A2757G, o que leva
a uma baixa atividade enzimatica. A enzima MTRR cataliza a regeneracdo da
metilcobalamina, um cofator para a metionina sintase, e esta reagdo tem um papel
importante na manutencdo do estado da atividade enzimética da MTR (WILSON et
al., 1999). Esta reacdo € essencial para a biossintese de pirimidinas, portanto
também é essencial para o reparo e a replicacdo do DNA (TOFFOLI et al., 2000;
CHAN & CRONSTEIN, 2003; LOPES, 2006; MA et al., 2009).
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A MTR tem um polimorfismo genético comum o MTR A2756G, ocasionando
uma baixa acdo enzimatica, e em alguns estudos ja mostraram que com O
polimorfismo MTR A2756G ha um maior risco para o desenvolvimento de doencas
como cancer de mama (LOPES, 2006; MA et al., 2009).

A prevaléncia de SNP’s em genes que codificam enzimas associadas ao
metabolismo do folato e do MTX faz com que alguns destes polimorfismos possam
ser associados a diferentes tipos de resposta clinica quer a nivel de toxicidade quer
a nivel de beneficio pois, o importante mecanismo de acdo do MTX pode alterar todo
0 processo que envolve a sintese de folato e produzir efeitos adversos ou
acentuando os eventos indesejaveis esperados na utilizagdo da droga. Existem
atualmente varias linhas de investigacdo na area da toxicidade do MTX, com
diversos genes e suas variantes, associados a genotipos especificos. A maioria dos
estudos centra-se nas enzimas responsaveis pelo transporte do MTX para o meio
intracelular ou extracelular, ou no metabolismo do folato. No entanto, apesar de
promissor, 0s mecanismos de acdo do MTX sdo multiplos e variados. Nao existe
nenhum biomarcador confiavel para prever a resposta de um individuo ao farmaco.
Assim encontrar uma variante Unica que permita definir o padrdo de eficacia e
toxicidade para um determinado individuo € dificil (TOFFOLI et al., 2000; ULRICH et
al., 2001; CHAN & CRONSTEIN, 2002; LOPES, 2006; DULUCQ, 2008).

1.8 Polimorfismos em enzimas relacionadas ao metabolismo do folato e a
predisposicado a AlJ

O polimorfismo C677T no gene da MTHFR, com uma prevaléncia de 8% na
populacdo geral, causa uma diminuicdo da atividade da enzima, podendo estar
relacionada ao acumulo de Hcy e hipometilacdo genémica (STERN et al., 2000; VAN
EDE et al.,, 2002; RANGANATHAN et al.,, 2008). A concentracdo de Hcy é
influenciada por fatores genéticos e ambientais. Entre os fatores ndo genéticos estao
a concentracgao dos folatos e de outras vitaminas do complexo B. Quanto aos fatores
genéticos h& a presenca de polimorfismos com origem em mutacdes de genes que
codificam enzimas do metabolismo da Hcy, como é o caso da MTHFR (RASSOUL et
al., 2008).



40

Na Figura 4 € apresentado os produtos de digestdo do polimorfismo C677T
por eletroforese em gel de poliacrilamida.

I N AR EN

Figura 4- Os produtos obtidos apds digestdo pela enzima Hinfl de um
fragmento de 198pb do gene codificador da enzima MTHFR apresentando: CC, CT e
TT na posicao 677 por eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado por prata.
MAIA, 2007.

A reducéo da atividade enzimatica da MTHFR pode ocasionar um aumento da
concentracdo plasmatica de Hcy em aproximadamente 25% (BRADLEY &
LOSCALZO, 2008). A enzima MTHFR €, portanto, um elemento-chave no
metabolismo da Hcy. Estudos importantes tém sido desenvolvidos sobre a relagéo
folato/hiperhomocisteinemia no ciclo da metilacdo da homocisteina para produzir
metionina e também na via de sintese de DNA (STAMPFER et al., 1999).

O polimorfismo MTHFR 677 diz respeito a uma transi¢ao de uma citosina por
uma timina no nucleotideo 677 levando a uma substituicdo de alanina por valina. O
alelo T deste polimorfismo da origem a uma enzima termolébil, com reducdo de
atividade na ordem dos 50 a 60% quando a 37°C, enquanto que, quando a 46°C, a
reducdo da atividade enzimética pode atingir os 65% (SAZCY et al., 2005). Assim, a
diminuicdo da atividade estd associada a homozigose TT e, embora em menor
extensdo, também a heterozigose CT (MARKAN et al., 2007). Estando bem definida
a relagcdo entre a hiperhomocisteinemia e o efeito dominante do alelo T entende-se
que o polimorfismo no gene codificador da enzima MTHFR tem implicacbes na
predisposicao a doencas, principalmente doencas inflamatérias crénicas.

Ha poucos estudos que relatam a associa¢édo entre o polimorfismo na enzima
MTHFR e doencas inflamatorias cronicas. A literatura relata estudos realizados com

pacientes portadores psoriase, porém os resultados ndo sao necessariamente
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convergentes (BAIGIU et al., 2000; WEGER et al.,2008; LIEW et al., 2012). Estudos
epidemioldgicos sugerem que o polimorfismo do gene da MTHFR, C677T, pode
modificar o risco para a ocorréncia de alguns tipos de doencas, mas ainda nao foi
relatada na literatura a associacdo com a AlJ. Porém, como a enzima mutante
possui caracteristicas termolabeis diferentes da enzima normal, esta podera levar,
por meio da dominéncia do alelo T, a susceptibilidade ao desenvolvimento de
doencas inflamatérias (LIEW et al.,, 2012). Na literatura o gene da enzima
codificadora MTHFR néo é descrito como gene detoxificante.

Na literatura o gene da enzima codificadora MTHFR n&o é descrito como
gene detoxificante. Esta é uma das razBes encontradas pelo grande namero de
resultados controversos na literatura quando mencionam-se a utilizacdo de MTX na
presenca de polimorfismo genético pertencentes a cadeia do folato (TESSIER,
HARAOUI, 2010; YANAGIMACHI, 2011). Alguns genes relatados na literatura estao
envolvidos na detoxificacdo e metabolizacdo de agentes toxicos como 0s genes da
superfamilia do citocromo P450 e os genes da Glutationa S -transferase. As enzimas
da fase I, ou enzimas de ativacdo, representadas pela familia do citocromo 450,
ativam o xenobio6tico tornando-o mais eletrofilico e desta forma mais reativo com a
introducdo de um grupamento funcional. J& as enzimas de fase Il ou de
detoxificagdo como a glutationa S-transferase normalmente atuam com a
conjugacao dos metabdlitos com um substrato enddégeno por enzimas transferases.
O resultado deste processo € a transformacdo dos metabdlitos em substancias
hidrofilicas, e assim, passiveis de excrecao (WILKINSON & CLAPPER, 1997;
GUECHEVA & HENRIQUES, 2003). Alguns estudos retratam que estes genes
podem predispor o organismo a ocorréncia de doencas inflamatérias autoimunes
como o lupus eritematoso sistémico e a variabilidade de resposta terapéutica
(HORIUCHI et al., 2009; MONTICIELO et al., 2010).

E notoria a ocorréncia de um grande nimero de polimorfismos na cadeia do
folato e muitos deles podem predispor & doengas inflamatorias crénicas como a AlJ
e outras. Devido ao forte impacto da enzima MTHFR na metilacdo do DNA,
biossintese e reparo do DNA na divisdo de células ativas, este estudo objetivou

analisar a associacdo entre a distribuicdo alélica e genotipica do polimorfismo
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C677T do gene codificador da enzima MTHFR com os fatores clinicos e a
susceptibilidade para a ocorréncia de AlJ.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Analisar a associacao entre a distribuicdo alélica e genotipica do polimorfismo
C677T do gene codificador da enzima MTHFR e a susceptibilidade para a
ocorréncia de AlJ.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a frequéncia alélica e genotipica do polimorfismo C677T do
gene da enzima da MTHFR na populacéo estudada.

o Determinar a presenca de mutacdes na regido amplificada.

« Verificar se ha correlacdo dos dados clinicos e laboratoriais obtidos com a
presenca do polimorfismo genético.

« Verificar se ha aumento da susceptibilidade para a ocorréncia de AlJ na
presenca do polimorfismo.

« Correlacionar o polimorfismo genético no gene mthfr com a exacerbacéo

dos eventos adversos/ intolerabilidade na utilizagao do Metotrexato.
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3. METODO E CASUISTICA

3.1 Delineamento epidemioldgico

3.1.1 Tipo do estudo
O estudo realizado foi caracterizado como experimental do tipo transversal a
fim de investigar a associacdo do polimorfismo C677T do gene codificador da

enzima MTHFR na populacao do estudo.

3.1.2 Area e populacéo

A populacado estudada foi composta por 60 criancas e adolescentes atendidos
no Ambulatério do Hospital de Clinicas de Uberlandia, em Minas Gerais. O grupo
composto por criangas e adolescentes com AlJ estavam em uso de MTX ou
interromperam o tratamento por, no maximo, trés meses; entre Agosto de 2010 a
Dezembro de 2011. Os individuos pertencentes ao grupo controle saudavel foram
selecionados apds consulta em puericultura ou clinica geral de rotina, néo
apresentavam comorbidades e mantinham seus exames laboratoriais dentro dos
limites da normalidade estabelecidos pelo Laboratério de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia — MG. Compuseram esta amostra criangas e adolescentes de

ambos o0s géneros sendo 38 pacientes artriticos e 22 pacientes controles saudaveis.

3.1.3 Critérios de inclusao e excluséo

A pesquisa foi composta por dois grupos intitulados como: Grupo AlJ e Grupo
Controle Saudavel. Os critérios de inclusdo utilizados na pesquisa para composicao
do Grupo AlJ foram: faixa etaria até 22 anos com o diagnostico de AlJ em uso do
MTX e pacientes que aceitaram participar da pesquisa e assinaram o0 Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) (Anexo A). Houve a inclusdo de pacientes
na faixa etaria até 22 anos com o diagnostico de AlJ sem utilizagdo do MTX devido a
suspensao por eventos adversos. Os critérios de exclusao utilizados para este grupo
foram: ndo pertencer a faixa etaria estabelecida, ndo possuir autorizacdo do TCLE e

pacientes em utilizacao de outros farmacos.
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Para compor o Grupo Controle Saudavel foram utilizados como critérios de
inclusédo pacientes na faixa etaria até 22 anos sem o diagnéstico de AlJ, sem
utilizacdo do MTX devido a suspensdo por eventos adversos e pacientes que
aceitaram participar da pesquisa e assinaram o TCLE. Os critérios de excluséo
utilizados para este grupo foram: ndo pertencer a faixa etaria estabelecida, pacientes
que ndo possuem TCLE, pacientes em utilizacdo de MTX e pacientes com

comorbidades.

3.2 Coleta de dados

A coleta de dados ocorreu em trés etapas principais: entrevista com coleta de
dados, puncao periférica para obtencdo de sangue venoso e pesquisa de dados em
prontuario. Na entrevista houve a aplicacdo de um questionario estruturado para a
caracterizacdo sociodemogréfica e clinica dos sujeitos participantes da pesquisa
(Apéndice A). Este questionario foi composto por dados como: identificagdo do
sujeito, idade, género, etnia, dados antropométricos, idade no diagndstico de AlJ,
forma de inicio, subtipo de AlJ presente, pratica de atividade fisica, terapéutica
medicamentosa em uso, histérico familiar, dentre outros. Todos os pacientes foram
informados sobre a necessidade de realizacdo da pesquisa, a importancia da
participacéo e os procedimentos a serem executados.

A segunda etapa da coleta dos dados ocorreu por meio da obtencdo de
sangue venoso periférico para realizacdo das analises laboratoriais. A Ultima etapa
ocorreu por meio de avaliacdo dos prontuarios a fim de realizar a busca por
informacdes ainda mais concretas e relevantes sobre a saude do individuo. Os
resultados dos exames laboratoriais foram pesquisados a fim de agregar maiores
informac@es clinicas para o delineamento epidemiolégico de cada participante da

pesquisa.

3.2.1 Obtencéo das amostras bioldgicas

Os sujeitos participantes da pesquisa submeteram-se a coleta de amostra de
sangue venoso periférico (5 ml de cada individuo participante) em frasco codificado
contendo EDTA e uma frasco sem EDTA. O sangue foi centrifugado para a obtencéo

de plasma e o sangue total armazenado a -20 C até a sua posterior utilizacao.
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3.2.2 Aspectos éticos

Os responsaveis pelas criancas e adolescentes, depois de informadas sobre
0s objetivos da pesquisa, 0 protocolo e os procedimentos a serem realizados, bem
como os riscos e beneficios da participacdo no estudo foram solicitados a assinar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO A e ANEXO B). Este estudo
foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Uberlandia (CEP/UFU) sob o processo N°146/10 (ANEXO C).

3.2.3 Extragcdo do DNA das amostras

O DNA das amostras provenientes de sangue periférico foi extraido seguindo-
se o0 protocolo de Goulart (GOULART et al., 2007) e Martinez (MARTINEZ et al.,
2011) realizado no Laboratério de Nanobiotecnologia da UFU, Uberlandia. Os tubos
foram devidamente etiquetados contendo 500 pL de sangue total. Foram acrescidos
250 pL Tris-HCL 1M (pH=8.0) e 500 pL de Fenol (pH=8.0) saturado com Tris-HCL( 1
mM EDTA, 10 mM Tris-HCL). A amostra foi submetida a homogeneizacdo com
vértex e consequentemente foi deixada em repouso por cinco minutos. Em seguida
a amostra foi submetida a centrifugacdo a 10000 rpm 4°C por 15 minutos. Apés
esta etapa desprezou-se 600uL do sobrenadante prosseguindo com aliquota da
solucdo para a transferéncia em um tubo limpo. A amostra adicionou-se 1 ml de
EDTA absoluto gelado, sofrendo homogeneizacédo e centrifugacédo a 14000 rpm por
15 minutos a 4°C. Posteriormente desprezou o sobrenadante e lavou o pellet com 1
ml de EDTA 75% e submeteu-se a amostra a centrifugacdo a 14000 rpm por 5
minutos. Descartou-se o sobrenadante e manteve-se o pellet em repouso por 24
horas a temperatura ambiente. Na etapa seguinte dilui-se o pellet em 50 pL de agua
destilada. Apos a finalizacdo desta etapa o DNA foi estocado a 4°C.

A quantificacdo do DNA das amostras foi determinada por densidade Optica
em espectrofotbmetro (Spectrophotometer ND 1000) lida em 260nm a 280nm para
avaliacdo da pureza do DNA. Posteriormente, a solugédo de trabalho de DNA foi

padronizada a uma concentragao equivalente a 20ng/ pL.
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3.2.4 Oligonucleotideos utilizados para sintese do DNA: Reacdo em Cadeia da
Polimerase e Sequenciamento

Para as reacfes de amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
foram utilizados oligonucleotideos descritos anteriormente (FROSST et al., 1995)

conforme Tabela 2 abaixo.

Tabela 2 - Descricdo da sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para as reacdes
de amplificacdo e de sequenciamento do gene da enzima codificadora MTHFR,
Uberlandia, 2012.

Primer Orientacéo Gene Descrigéo Tamanho
MTHFR | Foward MTHFR TGAAGGAGAAGGTGTCTGCG

Ce77T GGA 198 pb
MTHFR | Reverse MTHFR CACTCTCACCGCACCGTCCT

Ce7rT

3.2.5 PCR do gene da enzima MTHFR (C677T)

O DNA obtido das amostras de sangue foi amplificado pela PCR com
iniciadores especificos. A reacdo do gene mthfr C677T ocorreu em volume final de
50 uL contendo aproximadamente 100ng de DNA, 5 uL de Tampédo 10X, 2 uL de
MgCl, 50mM 1.25 yL de dNTPs 10mM, 0,5 uL de cada primer 5pmol/uL (Foward e
Reverse); 0,2 uL de Taq DNA Polimerase Platinun ® (Invitrogen) 5U/uL e &gua
destilada para completar o volume final. Para a reacdo foi utilizado termociclador
MJ96/MJ966 (Biosystems, Peltier Thermal Cycler), sob as seguintes condic¢des:
desnaturacao a 92°C, por 2 minutos, seguidos de 35 ciclos, sendo: 1 minuto a 92°C,
1 minuto a 60°C e 1 minuto e 30 segundos a 72°C. Ao final, seguiu uma extensao a

72°C, por 7 minutos.

3.2.6 Visualizacao dos produtos amplificados em gel de agarose
Dos produtos amplificados, 5 uL foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose 1,5%, em tampéao Tris-borato-EDTA (TBE) 0,5% contendo brometo de
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etideo 0,3 pg/ml. O gel foi visualizado em transiluminador de luz ultravioleta e

fotografado por um sistema digital com camera convencional (MBS-D2).

3.2.7 Precipitacdo e Purificacdo dos produtos de PCR do gene da enzima
MTHFR

A reacéo de precipitacéo e purificacado do produto de PCR do gene da enzima
MTHFR na posicdo 677 obedeceu aos seguintes critérios: foi acrescido a cada
amostra 4.5 pyL de acetato de amoénio e 90 pL de etanol absoluto gelado
permanecendo em repouso por vinte e quatro horas em temperatura a — 20°C. Na
etapa seguinte prosseguiu-se com a centrifugacdo a 14000 rpm por trinta minutos
desprezando o sobrenadante. Foi acrescido 50 yL de etanol 75% gelado a fim de
lavar o pellet em cada amostra. Centrifugou-se a 14000 rpm por cinco minutos
sendo desprezado o0 sobrenadante. A proxima etapa foi secar o pellet e
ressuspendé-lo em 12 uL de agua miliQ. A guantificacdo do DNA das amostras foi
determinada por densidade Optica em espectrofotbmetro (Spectrophotometer ND
1000) lida em 260nm a 280nm. Posteriormente, a solucédo de trabalho de DNA foi
padronizada a uma concentracdo equivalente a 20ng/uL. Dois uL da amostra foi
aplicado em gel de agarose a 1,5% e visualizado em transiluminador de luz
ultravioleta e fotografado por um sistema digital com camera convencional (MBS-
D2).

3.2.8 Sequenciamento dos produtos amplificados

A reacdo de sequenciamento constituiu-se de: 20ng do produto de PCR
purificados, 5pmol/uL do primer (R ou F em reacdes separadas), 4 uL Premix
(DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit — Amersham Biosciences) e agua para
volume final de reacédo de 10 uL.

A reagdo de 35 ciclos foi realizada em um termociclador de placas
(MasterCycler - Eppendorf) nas seguintes condi¢des: desnaturagéo (a 95°C por 20
segundos), anelamento do primer (a 60°C por 15 segundos) e extenséo (a 50°C por
um minuto). Apds esta etapa o DNA a ser sequenciado foi precipitado com 1 yL de
acetato de amonio e 27,5 uL etanol absoluto. Entdo a placa foi centrifugada por 45

minutos a 3700 rpm. O sobrenadante foi descartado.
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Adicionou-se 150uL de etanol 70% ao DNA precipitado e centrifugou-se por
15 minutos, a 3700 rpm. A solucdo de etanol foi descartada, a placa permaneceu
invertida sobre um papel toalha e nesta posicao foi pulsada a 800 rpm, durante um
segundo. A placa foi coberta por um papel aluminio durante dez minutos para
evaporar o etanol remanescente. Os precipitados resultantes foram ressuspendidos
em 10 yL de Loading Buffer (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit — Amersham
Biosciences). A leitura do sequenciamento foi realizada em um sequenciador

automatico MegaBace 1000 (Amersham Biosciences).

3.2.9 Edicéo e alinhamento das sequéncias

As sequéncias foram analisadas utilizando a ferramenta para edicdo de
sequéncias bioldgicas BioEdit (HALL, 1999). A similaridade entre as sequéncias
encontradas e a sequéncia referéncia foi realizada utilizando a ferramenta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.
BLAST € um conjunto de programas que comparam (alinham) as sequéncias a
serem investigadas com todas as depositadas nos bancos de dados de acidos
nucleicos. Dentro do Blast a busca foi realizada no “Nucleotide blast” utilizando como
database o “Human Genomic Plus Transcript (Human G+T)”. A sequéncia utilizada
como referéncia foi obtida do GenBank com Cddigo de Acesso U09806.

Os produtos amplificados de cada paciente foram sequenciados trés vezes
para cada primer. Para analisar as sequéncias contigs de cada repeticdo, estas
foram geradas utilizando BioEdit (HALL, 1999). A ferramenta utilizada para a
montagem do reverso complementar do sequenciamento por meio do primer reverso
foi a The Bio Web (http://www.cellbiol.com/scripts/complement). A predicdo da
sequéncia de aminoacidos foi feita utilizando a ferramenta Expasy disponivel em
http://www.web.expasy.org/translate.

As sequéncias obtidas e a de referéncia foram alinhadas por BLAST
(http://www.ncbi.nlim.nih.gov/blast) e pelo método ClustalW disponivel em:
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2, a partir da sequéncia de aminoacidos.

Apbs verificar a presenca do polimorfismo genético no gene mthfr produzido
pelas analises de alinhamento dos eletroferogramas das sequéncias amplificadas

pelos oligonucleotideos Foward e Reverse, gerados automaticamente, as
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sequéncias foram inspecionados visualmente utilizando a ferramenta Chromas Lite

versao 2.1 (Technelysium Pty LTD).

4. PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Todas as informacdes obtidas por meio dos questionarios de identificacdo
pessoal foram compiladas em banco de dados e analisados no software SPSS
(Software Package Statistical System) 17.0 for Windows.

Inicialmente foi realizada a descricdo da populacdo estudada segundo as
variaveis demograficas, clinicas e laboratoriais por meio da analise descritiva dos
dados utilizando médias, desvios-padrdo, medianas, valores minimos e maximos.

Em seguida foi realizada a andlise univariada binaria, assumindo como
variavel resposta ser pacientes do Grupo com AlJ ou do Grupo Controle Saudavel,
sendo as demais varidveis descritas como explicativas. Quando as variaveis néo
apresentavam distribuicdo normal ou homogeneidade das variancias, foi utilizado o
teste de Kruskal Wallis para as variaveis com mais de dois atributos determinando
se havia diferenca de interacdo entre dados clinicos de pacientes com AlJ e
controles saudaveis. Quando as variaveis eram categorizadas, a andlise estatistica
utilizada foi o Teste de Qui-quadrado para a comparacdo de proporcdes e Teste
Exato de Fisher. Nestes casos a medida de associagao utilizada foi a razdo de odds
(OR). A associacdo entre os genétipos do polimorfismo MTHFR e frequéncias
alélicas com grupos (AlJ ou controle saudavel) variaveis foram analisadas com o
teste de Correlacdo de Spearman. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado pelo
teste Qui-quadrado para comparar as frequéncias genotipicas observadas com as
frequéncias esperadas entre os sujeitos. Todas as analises foram realizadas com
intervalos de confianca de 95% (IC 95%) e p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacado descritiva das amostras

ApoOs 16 meses de coleta de dados, compuseram o estudo 60 amostras (38
pacientes com AlJ e 22 pacientes controles saudaveis), as quais foram agrupadas
respeitando os critérios de inclusdo e exclusdo das amostras: AlJ (pacientes
portadores de AlJ) e Controle (pacientes saudaveis). Foram excluidos da analise os
pacientes que ndo apresentavam o diagnostico concluido até a data da coleta e
aqueles pacientes que tiveram insucessos na coleta de sangue periférico como:
escassez de sangue total e coagulacdo da amostra. Dentre os pacientes com AlJ,
compuseram a amostra individuos de 3 a 21 anos. A Figura 5 apresenta o
histograma da distribuicdo da idade dos pacientes que compuseram a amostra,

sendo a média 10,61 + 4,30 anos de idade e mediana de 10 anos.

Numero de pacientes

- i I
0 —j T T T
4 8 12

Intervalo de Idade em anos

16 20 22 Mais

Figura 5 - Histograma da Distribuicdo da idade, em anos, de 60 pacientes atendidos
no Hospital de Clinicas da UFU, no periodo de Agosto de 2010 a Dezembro de
2011; Uberlandia, 2012.

A Figura 6 apresenta os graficos com a caracterizagdo demografica,
mostrando a distribuicdo de frequéncia conforme género (6A) e etnia (6B). Quanto
ao género, os dados revelam que 76,5% dos individuos eram do género feminino.
De acordo com a etnia, a amostra foi composta, em grande parte, por brancos

(58,33%) e pardos (35%) sendo 6,67% da amostra representada por negros.
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Figura 6 - Caracterizacdo demogréfica dos 60 individuos estudados pertencentes ao
Grupo com AlJ e ao Grupo Controle Saudavel: A: Género, B: Etnia, Uberlandia,
2012.

A classificacdo da AlJ utilizada nessa pesquisa foi a de ACR obedecendo aos
mesmos critérios de classificacdo do Ambulatério de Reumatologia Pediatrica da
Universidade Federal de Uberlandia. De acordo com os critérios de classificacdo da
AlJ, a amostra foi caracterizada segundo os tipos de AlJ obedecendo a classificagdo
do Colégio Americano de Reumatologia (ACR) conforme evidenciado na Figura 7.
Segundo a classificacdo, 55,3% tiveram a artrite classificada como oligoarticular,
26,3% poliarticular e 18,4% da amostra como sistémica. Na Figura 8 esta a

distribuicdo da idade de inicio da doenca entre os pacientes com AlJ.

25

20 A

10 -

Numero de pacientes

Oligoarticular Poliarticular Sistémica
Tipo de AlJ

Figura 7 - Classificacdo dos tipos de AlJ em 38 individuos atendidos pelo
Ambulatério de Reumatologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da UFU, no periodo
de Agosto de 2010 a Dezembro de 2011; Uberlandia, 2012.
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Figura 8 — Distribuicdo dos intervalos de idade de inicio da AlJ em 38 individuos
atendidos pelo Ambulatério de Reumatologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da
UFU, no periodo de Agosto de 2010 a Dezembro de 2011; Uberlandia, 2012.

De acordo com os dados observados, 76,31% dos pacientes sao
considerados respondedores a terapéutica medicamentosa por MTX. O grupo que
nao respondeu apropriadamente ao MTX (23,69%) apresentou intolerabilidade a
droga e consequente progressao da doenca. Isto exigiu a utilizacdo de complemento
ao MTX ou mudanca de terapéutica. Em relacdo ao tratamento, todos os individuos
gue compuseram a amostra ja receberam doses de MTX ou continuam recebendo

conforme evidenciado na Tabela 3.

Tabela 3. Andlise descritiva com os valores de frequéncia de resposta ou nao ao
MTX dos 38 individuos atendidos pelo Ambulatério de Reumatologia Pediatrica do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, no periodo de Agosto
de 2010 a Dezembro de 2011; Uberlandia, 2012.

Variavel Frequéncia
Eventos

Respondedores ao MTX 29 (76,31)

Nao respondedores ao MTX 9 (23,69)
Medicacéao

Em uso de MTX 21 (55,26)

Em uso de MTX + Complemento 12 (31,58)
Outras DMARD’s 5(13,16)
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A Tabela 4 apresenta a caracterizagdo das variaveis clinicas e exames
laboratoriais dos individuos avaliados, mostrando as frequéncias e porcentagens da
ocorréncia de exercicio fisico, doenca inflamatéria, doenca infecciosa, exames
complementares, anticorpos antinucleares (FAN) e fator reumatoide (FR). Na Tabela
5 h& uma associacao entre os dados laboratoriais e diagnostico dos pacientes com
AlJ e controles saudaveis que compde a amostra.

Tabela 4 — Caracterizacdo das variaveis clinicas e laboratoriais de 38 individuos
com AlJ atendidos pelo Ambulatério de Reumatologia Pediatrica do Hospital de
Clinicas da UFU, no periodo de Agosto de 2010 a Dezembro de 2011; Uberlandia,
2012.

Variavel Sim Nao
Exercicio Fisico 15 (39,50) 23 (60,50)
Doenca Inflamat6ria 4 (10,50) 34 (89,50)
Doenca Infecciosa 0 (0) 38 (100,0)
Exames Complementares 19 (50,0) 19 (50,0)
EAN 19 (50,0) 19 (50,0)
FR 17 (44,70) 21 (55,30)

Tabela 5 - Associacdo entre os dados laboratoriais e diagnosticos dos 60 pacientes
do Grupo AlJ e do Grupo controle saudavel atendidos no Hospital de Clinicas da
UFU, no periodo de Agosto de 2010 a Dezembro de 2011; Uberlandia, 2012.

Dados Laboratoriais AlJ Controle P

VHS 21,00 11,00 0,00
PCR 0,80 0,70 0,78
Leucdcitos 7,55 8,70 0,42
Plaquetas 304,50 291,50 0,82
Uréia 24,00 25,00 0,00
Creatinina 0,50 0,70 0,00
Hemoglobina 12,60 13,00 0,00
Hematdcrito 37,35 40,20 0,01
AST 16,50 17,50 0,68
ALT 19,00 25,00 0,10

Teste Kruskal Wallis (Intervalo de Confianca 95%, p<0,05)

Legenda: VHS: Velocidade de Hemossedimentacdo, PCR: Proteina C-Reativa, AST:
Aspartato aminotransferase, ALT: Alanina aminotransferase.
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Houve correlacdo significativa nos seguintes dados laboratoriais: VHS
(p<0,00), Uréia (p<0,001), Creatinina (p<0,00), Hemoglobina (p<0,009) e
Hematdcrito (p< 0,012) ndo apresentando correlacéo significativa nos demais dados

analisados (Valor de significancia de 95%).

5.2 Anélise univariada
A Tabela 6 apresenta os dados referentes a variavel idade de 38 individuos

com AlJ e 22 individuos controles saudaveis categorizados pela mediana.

Tabela 6 — Andlise univariada com os valores de frequéncia da variavel idade de 38
individuos com AlJ e 22 individuos controles saudaveis atendidos pelo ambulatério
de Reumatologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da UFU, no periodo de Agosto
de 2010 a Dezembro de 2011; Uberlandia, 2012.

Variavel Total AlJ N (%) Controle N (%)
Idade (anos)

<10 24 15 (60,5) 9 (40,9)

> 10 36 23 (39,5) 13 (59,1)

Teste de Correlacdo de Spearman (p>0,915)

N&o houve correlacédo entre os valores de frequéncia da variavel idade dos

pacientes do estudo segundo o Teste de Spearman (p>0,05).

5.3 Amplificacdo do DNA por PCR

ApoOs a extracdo de DNA, as amostras foram amplificadas pelo método de
PCR e submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,5% a fim de verificar sua
qualidade e estimar sua quantidade (Figura 09). Posteriormente a andlise do DNA, o

mesmo foi sequenciado e analisado conforme protocolos ja descritos.
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Figura 09- Eletroforese em gel de agarose a 1,5% de produtos amplificados de
fragmento do gene da enzima codificadora MTHFR de 13 pacientes (Grupo AlJ e
Grupo controle saudavel) atendidos no Hospital de Clinicas da UFU, no periodo de
Agosto de 2010 a Dezembro de 2011; Uberlandia, 2012. M: marcador de 100 pb, e
as canaletas de 1 a 13 representam as amostras de DNA dos pacientes.

5.4 Sequenciamento dos produtos amplicados

A analise dos polimorfismos na regido amplificada foi realizada por meio do
método de Sequenciamento, a fim de investigar a ocorréncia de outros
polimorfismos genéticos na regido estudada. Todos os pacientes com AlJ e
pacientes saudaveis foram submetidos ao sequenciamento. A fim de garantir a
confiabilidade dos resultados, todos os produtos amplificados foram sequenciados

em triplicata para cada primer.

5.4.1 Anélise do SNP no fragmento do gene da enzima codificadora MTHFR
sequenciado
O alinhamento das sequéncias foi realizado para possibilitar a identificacao
visual dos SNP’s na regido de éxon do gene. Apos a deducéo e o alinhamento linear
das sequéncias pelos programas Expasy, The Bio Web, Blast e ClustalW
detectamos a presenca de dois polimorfismos diferentes presentes nos pacientes
com AlJ, sendo eles, C677T e C678T.

5411 SNPem 677
De 38 pacientes com AlJ avaliados, dezessete evidenciaram uma mutag&o na
posicdo 677 do gene mthfr. Entre os 22 pacientes controles saudaveis, dois
pacientes sao polimorficos para o gene mthfr C677T. Na Figura 10 encontramos o
alinhamento, pelo método ClustalW, dos pacientes para o gene mthfr na posicéo
677.



57

MTHER GCCBATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGARAG
1 GTCEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG
2 GTCEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG
3 GCCBEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACRCATTCTTCCGCTTTGTGARG
4 GCCEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGARG
5 GTCBATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGARAG
3] GCCBATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG
7 GTCEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG
8 GCTREATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG
9 GCCBEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG
10 GTCEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGARAG
11 GTCEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGARAG
12 GTCBEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGARAG
13 GTCEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGARAG
14 GTCEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG
15 GCCBEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG
16 GCCBEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG
17 GTCEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGARG
18 GTCBATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGARAG
19 GTCBATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG

GTCBATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG
GTCEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG
GCTREATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG
GCCBEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACRCATTCTTCCGCTTTGTGARG
GTCEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG
GTCBATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG
GTCEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGARAG
GCCBATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG
GCCBATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG
GCCBATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG
GTCEATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGARAG
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GCCBATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGARAG
32 GCTBATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGARAG
33 GTCBATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGARAG
34 GCCBATTTCATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAG

Figura 10 - Relacdo do polimorfismo no gene mthfr em 34 individuos
aleatérios atendidos no Hospital de Clinicas da UFU, no periodo de Agosto de 2010
a Dezembro de 2011; descritos pelo método Clustal W, Uberlandia, 2012. A
sequéncia referéncia esté indicada por MTHFR e a regido destacada representa a
localizacdo do SNP em individuos do estudo identificados conforme nomeacao

recebida.

Na Tabela 7 relacionamos todos os individuos com SNP na posicdo 677.
Conforme descrito houve mudanca no aminoacido codificado: com o SNP houve

substituicdo do aminoé&cido alanina (A) para valina (V).



58

Tabela 7 — Caracterizacdo do SNP 677 de 17 pacientes AlJ e respectivo genotipo,
atendidos no Hospital de Clinicas da UFU, no periodo de Agosto de 2010 a
Dezembro de 2011; descritos pelo método Clustal W, Uberlandia, 2012.

PACIENTE SEQUENCIA POSICAO  GENOTIPO
01 ART GIEICGATTT (SNP C/T) 677 (665)* CT
02 ART GIEICGATTT (SNP C/T) 677 (665)* T
05 ART GIEICGATTT (SNP C/T) 677 (665)* T
07 ART GIECGATTT (SNP C/T) 677 (665)* cT
11 ART GCGATTT (SNP C/T) 677 (665)* cT
12 ART GECGATTT (SNP C/T) 677 (665)* cT
14 ART GIEICGATTT (SNP C/T) 677 (665)* cT
15 ART GIEICGATTT (SNP C/T) 677 (665)* CT
16 ART GIEICGATTT (SNP C/T) 677 (665)* CT
21 ART GIICGATTT (SNP C/T) 677 (665)* cT
24 ART GECGATTT (SNP C/T) 677 (665)* T
27 ART GCGATTT (SNP C/T) 677 (665)* cT
28 ART GCGATTT (SNP C/T) 677 (665)* T
29 ART GECGATTT (SNP C/T) 677 (665)* T
33 ART GIICGATTT (SNP C/T) 677 (665)* cT
34 ART GIICGATTT (SNP C/T) 677 (665)* cT
37 ART GIICGATTT (SNP C/T) 677 (665)* cT

* Localizacao real do SNP no gene mthfr.

A Figura 11 mostra o cromatograma de amostras aleatérias a fim de

apresentar os genotipos encontrados: CC, CT e TT.
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Figura 11 - Cromatograma ilustrativo do gene mthfr na posicao 677. Os pacientes 1
a 3 sdo homozigotos (CC) para o SNP do gene mthfr na posi¢cao 677, os individuos
de 4 a 6 séao heterozigotos (CT) e os pacientes de 7 a 9 sdo homozigotos recessivos
(TT) para o gene mthfr.

Para fins desta analise, os genotipos foram separados em dois grupos:
homozigotos CC + heterozigotos CT e homozigotos TT; e também foram agrupados
como homozigotos CC e heterozigotos CT + homozigotos TT uma vez que 0S
gendtipos CT + TT estdo associados a uma reducdo da atividade enzimatica,

contrastando com a atividade dos portadores do genotipo CC.
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A Tabela 8 apresenta a frequéncia alélica e genotipica encontrada nos
pacientes com AlJ e nos controles saudaveis. A frequéncia observada dos genaétipos
nos pacientes artriticos néo foi diferente da frequéncia esperada demonstrando estar

sob equilibrio de Hardy-Weinberg, nesta populacgéo.

Tabela 8 - Associacfes univariadas das frequéncias dos alelos e genoétipos para o
polimorfismo no gene mthfr C677T em 38 individuos com AlJ e 22 controles
saudaveis atendidos pelo ambulatério de Reumatologia Pediatrica do Hospital de
Clinicas da UFU; Uberlandia, 2012.

Total (N%) AIlJ (N%) Controle Saudavel (N%)

Alelo
C 47,5(79,16) 27(71,06) 20,5(93,18)
T* 12,5(20,84) 11(28,94) 1,5(6,82)
Genotipo
CC 41(68,34) 21(55,26) 20(90,90)
CT 13(21,66) 12(31,58) 1(4,55)
TT 6(10,00) 5(13,16) 1(4,55)
Genotipos Agrupados
CC+CT 54(90,00) 33(86,84) 21(95,45)
TT 6(10,00) 5(13,16) 1(4,55)
CC 41(68,34) 21(55,26) 20(90,90)
CT + TT* 19(31,66) 17(44,74) 2(9,10)

Teste Exato de Fisher
* Odds Ratio = 8,55 (Clgsy, = 1,02-71,64; p<0,0477);
**Odds Ratio = 8,09 (Clgse, = 1,65-39,61; p<0,0098).

Na andlise univariada das frequéncias de alelos e gendtipos foi encontrada
correlacdo significativa ao analisar a frequéncia do alelo T em pacientes artriticos
(p<0,0477, Clgsy, = 1,02-71,64). A incidéncia do alelo T na populacéo artritica foi 8
vezes maior quando comparados com a populacdo saudavel. Na analise da
frequéncia genotipica, individuos que carregam o alelo T sdo oito vezes mais
predisponentes a AlJ quando comparados com os controles saudaveis (Clgsy, = 1,65-
39,61; p<0,0098; O.R= 8,09).
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A classificagdo dos individuos que compdem a amostra segundo 0s genotipos
e alelos esta representada na Figura 12. Dos 19 alelos 677TT, 17 sédo AlJ e 2 sdo
controles saudaveis.

Na Figura 13 esta representada a classificacdo dos individuos artriticos
segundo os alelos e os tipos de AlJ.
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Figura 12 - Classificacdo dos genotipos e alelos da posi¢do 677 do gene da enzima
codificadora MTHFR de pacientes atendidos pelo ambulatério de Reumatologia
Pediatrica do Hospital de Clinicas da UFU; Uberlandia, 2012.
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Figura 13 - Classificacdo dos pacientes artriticos (N=38) atendidos pelo ambulatério
de Reumatologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da UFU conforme alelos do gene
mthfr e tipos de AlJ, Uberlandia, 2012.
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Na Tabela 9 esta descrito uma analise de contingéncia por meio do Teste de
Qui-Quadrado onde se correlacionou pacientes artriticos alelo T e C quanto a
resposta ao MTX.

Tabela 9 - Analise da tabela de contingéncia dos alelos T e C (posi¢cédo 677 do gene
mthfr) em pacientes com AlJ, atendidos pelo ambulatério de Reumatologia
Pediatrica do Hospital de Clinicas da UFU, quanto a resposta ao metotrexato;
Uberlandia, 2012.

N&o Respondedores Respondedores Total

Artriticos Genatipo CC 4 (10,52) 17 (44,74) 21 (55,26)
Artriticos Genotipo CT 4 (10,52) 8 (21,06) 12 (31,58)
Artriticos Genotipo TT 1(2,64) 4 (10,52) 5 (13,16)
Total 9 (23, 68) 29 (76,32) 38 (100)
CT+TT 5 (13,16) 12 (31,58) .
cc 4(10,52) 17 (a4,74) ~ OR-L77
TT 1(2,64) 4 (10,52) OR: 0.78**
CC+CT 8 (21,04) 25 (65,80) n

* Clgsy, = 0,39-8,00; p<0,4577 (Teste Exato de Fisher);
** Clgse, = 0,07-8,04; p<0,8356 (Teste Exato de Fisher).

N&o foi detectada correlacdo entre a frequéncia alélica e a resposta ao MTX
(P>0,05).

5.4.1.2 SNPem 678
Devido a realizacdo do sequenciamento, foi possivel detectar em trés
pacientes (dois AlJ e um controle saudavel) um polimorfismo no gene mthfr na
posicdo 678 ainda ndo relatado na literatura. O mesmo jéa foi ilustrado na Figura 10.
Na Tabela 10 relacionamos todos os individuos com SNP na posicdo 678.

N&o houve alteracdo no aminoacido codificado.

Tabela 10 — Caracterizacdo da amostra de 03 pacientes atendidos pelo ambulatério
de Reumatologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da UFU conforme SNP
encontrado no gene mthfr na posi¢éo 678, Uberlandia, 2012.

PACIENTE SEQUENCIA POSICAO | AMINOAC. | GENOTIPO
08 ART GCIGATTT(SNPC/T) 678 (666) A/A T

30 ART | GCIGATTT (SNP C/T) | 678 (666) A/A i
08 CRT | GCEGATTT (SNP C/T) | 678 (666) A/A i
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N&o houve correlacdo entre o SNP na posicdo 678 e todas as variaveis
paciente controle saudavel.

devido a frequéncia ser baixa, foi encontrado apenas em 2 pacientes com AlJ e 1

il

Na Figura 14 mostra o cromatograma ilustrativo do gene mthfr na posicao
678, sendo os trés pacientes homozigoéticos 678TT para o gene mthfr.

Vava

Figura 14 - Cromatograma ilustrativo do gene mthfr na posicdo 678. A imagem
mostra que o paciente é homozigotico (TT) para este SNP.
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6. DISCUSSAO

6.1 Avaliacado descritiva das amostras

O servico de Reumatologia Pediatrica do Hospital de Clinicas de Uberlandia
realiza atendimento ambulatorial recebendo criangas e adolescentes encaminhados
pela rede publica do municipio e regiées do entorno. E referéncia no atendimento de
Reumatologia para a regido. O presente estudo foi composto por 38 individuos que
recorreram ao servico de Agosto de 2010 a Dezembro de 2011 e outros 22
individuos que compareceram ao ambulatério de Pediatria para consultas de rotina
no ano de 2011. Constitui-se como um servico de salde publica que presta
assisténcia ambulatorial pediatrica por meio de consultas agendadas e acles de
prescricao.

O estudo mostrou que compuseram a amostra individuos entre trés e vinte e
dois anos, sendo 76,5% com AlJ do género feminino de modo semelhante aos
estudos ja publicados (PRAHALAD & GLASS, 2008; BECKER et al., 2011; TASBAS
et al., 2011). Nao ha relatos justificando a ocorréncia trés vezes maior de AlJ em
criancas do sexo feminino, estudos posteriores deverdo ser feitos a fim de
correlacionar esta incidéncia com fatores ainda obscuros.

Quanto a distribuicéo racial, no presente estudo observou-se igualdade para o
acometimento nos grupos raciais analisados. Na literatura ndo ha relatos de haver
predominio racial, apenas variacfes devido a regionalizacdo dos estudos (KULAS,
2001; SCHNEIDER & PASSO, 2002). Devido o Brasil ser um pais com mistura de
racas, torna-se inviavel a construcdo de estudos que almejem a correlacdo entre
raca e etnias (ALVES et al., 2005).

De acordo com a classificacdo da AlJ segundo ACR observamos que o
subtipo mais encontrado entre os pacientes com AlJ foi o oligoarticular sendo o
responsavel por 55,3% dos casos conforme observado em estudos conduzidos na
Italia, Turquia e outros paises (SULLIVAN, 2005; FERNANDES, 2006; WALLACE et
al., 2005; TASBAS et al., 2011).

Estudos sobre a idade de inicio da AlJ mostram pico de incidéncia no
segundo ano de vida, ndo sendo semelhante neste estudo, onde o maior pico
aconteceu no quarto ano de vida (FERRIANI, 2008; SANTOS, 2006). Uma
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explicagcdo para este achado € que, apesar da doenca ser relatada h4 anos, a
auséncia de exames diagnosticos especificos dificultam a classificagdo precoce dos
sintomas da AlJ permanecendo tardio seu diagndstico.

Em relacédo a terapéutica medicamentosa, a droga de escolha no tratamento
da AlJ foi o MTX (86,84) e apenas 13,16% dos pacientes tratados com MTX
apresentaram exacerbagdo de eventos adversos, sendo necessario optar-se pela
mudanca da droga. Estudos confirmam que o MTX é a primeira droga de escolha no
tratamento da AlJ por apresentar como beneficios baixo custo, reducéo progressiva
da doenca ativa e preservagao das articulacdes, apesar da grande variabilidade na
resposta clinica (FOELL et al., 2004; FRANSEN et al., 2004; LEE et al., 2009;
STAMP et al., 2009, STAMP et al., 2010; BULATOVIC, 2011; HOLB et al., 2012,
RANTALAIHO et al., 2012).

Os pacientes com AlJ podem apresentar sequelas graves principalmente
fisicas e emocionais. O presente estudo revelou que 60,5% dos pacientes com o
diagnéstico de AlJ ndo praticavam atividade fisica e destes 65,22% foram
classificados como oligoarticulares. Este dado é preocupante devido a maioria dos
pacientes apresentarem a forma inicial da doengca com pouca restricdo de
movimentos articulares, porém representam a grande maioria dos individuos nao
praticantes de atividade fisica podendo comprometer suas articulagcbes no futuro
(SANTOS, 2006; RAVELLI & MARTINI, 2007).

6.2  Avaliacdo dos dados laboratoriais

Os achados laboratoriais sdo parametros usados a fim de analisar a atividade
da doenca e os efeitos colaterais da terapéutica medicamentosa. Os autoanticorpos
sdo descritos na AlJ, mas apenas o0 FAN e FR tém particular importancia. No
presente estudo a analise dos dados laboratoriais revelou que metade dos pacientes
apresentavam positividade para FAN sendo que somente 55,30% apresentavam
positividade para FR, porém ndo houve associacéo significante entre a presenca de
FAN/FR e os alelos polimérficos (p>0,05). Segundo Flato (FLATO et al., 2002), ha
relacéo entre a positividade do FR com um pior prognostico para os pacientes.

As provas de fase aguda avaliam de forma inespecifica a intensidade da

inflamacédo. A VHS é uma prova inespecifica para avaliar a atividade da AlJ. De
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acordo com a literatura o valor de referéncia para VHS é >20mm na 12 hora
(RAMOS et al., 2006). No presente estudo houve associacédo altamente significativa
entre o valor de VHS nos pacientes artriticos e o diagnostico (p<0,05). Este dado
esta presente na literatura e revela que no momento da realizacdo do exame havia
atividade inflamatéria, dado este que ndo encontramos no grupo dos pacientes
controles saudaveis (WALLACE et al., 2005).

N&o houve associacao significativa em relacdo ao diagndstico nos seguintes
dados laboratoriais: contagem de plaquetas (p>0,824), contagem de leucdcitos
(p>0,420) e exames para funcéo hepatica como TGO (p>0,683) e TGP (p>0,102).
Diversos estudos tendem a relatar alteragbes bioquimicas nos exames
principalmente de funcdo hepéatica devido a terapéutica medicamentosa com o0 MTX
ocasionar disfuncbes em oOrgdos como figado e possibilidade de apresentar
plaquetose (YANAGIMACHI et al., 2011). Portanto os pacientes que compuseram a
amostra mantiveram preservadas suas fungoes.

Na analise do hemograma, os niveis de hemoglobina (HB) e hematdcrito (HT)
mantiveram-se dentro dos limites aceitaveis 12 a 16g/dl e 35% a 45%
respectivamente, havendo correlacao significativa entre estes dados e o diagndéstico.
Esses dados sdo semelhantes aos observados por BISOTTO (2005). Os pacientes
atendidos no ambulatério de Reumatologia sdo frequentemente avaliados e todos
seus exames sdao realizados periodicamente a fim de evitar que alteracdes bruscas
possam comprometer sua saude fisica.

Os exames para andlise de disfuncéo renal, entre eles, a ureia e a creatina,
ndo apresentaram valores acima dos limites aceitdveis e, portanto os pacientes,
apesar da terapéutica com o MTX, ndo tiveram sua funcéo prejudicada mesmo com

a correlacao estatistica significativa presente.

6.3 Genotipagem do polimorfismo C677T do gene mthfr
A posicdo 677 do polimorfismo relatado no estudo foi assim denominada por
Frosst et al (1995), que utilizou um “linker sintético” e nomeou o SNP encontrado a
partir deste linker gerando discussfes em relacdo a posicdo 677 relatada nos
estudos, na auséncia deste fragmento sintético a posi¢cao do polimorfismo seria 665.

De acordo com as recomendacdes do National Center for Biotechnology Information
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(NCBI) todas as demais descobertas de novos SNP’s deverdo ser nomeadas a partir
deste posicionamento (677), evitando assim mudancas na literatura. Codigo de
acesso no GenBank: U09806.

Polimorfismo C677T no gene mthfr estd associado a eventos adversos na
presenca de MTX (VAN EDE, et al., 2001), porém em alguns estudos ndo houve
correlacdo do genotipo com os eventos adversos (WESSELS, et al, 2006; MATTIA &
TOFFOLI, 2009; TASBAS, et al, 2011; YANAGIMACHI et al, 2011). Esta
discrepancia pode ser explicada pelo numero de pacientes que compfe a amostra
ser reduzido devido a uma baixa incidéncia de AlJ na populagéo, de modo geral em
torno de 0.8% (KULAS, 2001; MANNERS & BOWER, 2002). No Brasil ndo ha
estudos representativos, apenas estudos de caso. No periodo de 2010 a 2011 foram
atendidos no ambulatério do Hospital de Clinicas de Uberlandia, 220.035 pacientes,
sendo que apenas 0,002% com AIlJ (dado estimado da Universidade Federal de
Uberlandia). No presente estudo foram analisados as frequéncias do polimorfismo
C677T em pacientes com AlJ e controles saudaveis em relacdo ao diagndstico de
artrite. Uma diferenca significativa foi observada na distribuicdo do alelo T entre os
pacientes com AlJ e os pacientes controles saudaveis (p< 0,0477, Clgsy, = 1,02-
71,64; O.R= 8,55). A incidéncia do alelo T na populagéo artritica foi 8 vezes maior
quando comparados com a populacdo saudavel. Na analise da frequéncia
genotipica, individuos que carregam o alelo T sdo oito vezes mais predisponentes a
AlJ quando comparados com os controles saudaveis (Clgsy, = 1,65-39,61; p<0,0098,
O.R= 8,09). Estudos epidemiologicos sugerem que o polimorfismo do gene da
enzima MTHFR, C677T, pode modificar o risco para a ocorréncia de alguns tipos de
doencas, mas ainda ndo foi relatada na literatura a associacdo com a AlJ
(HORIUCHI et al., 2009; LIEW et al.,2012).

N&do houve associacdo estatisticamente significativa entre a resposta
terapéutica e a frequéncia alélica (p>0,05). Diversos estudos retratam a toxicidade
do MTX em pacientes polimérficos 677T, porém muitos com resultados
contraditorios (WESSELS, et al, 2006; MATTIA & TOFFOLI, 2009; TASBAS, et al,
2011; YANAGIMACHI, 2011). E valido lembrar que o gene MTHFR n&do esta
relacionado diretamente a producdo de eventos adversos por ndo ser um gene

detoxificante, porém pode estar envolvido no aumento ou reducdo de algum
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substrato que contribui para a ocorréncia da toxicidade. Esta é uma das razdes
encontradas pelo grande namero de resultados controversos na literatura quando
mencionam-se a utilizacdo de MTX na presenca de polimorfismo genético
pertencentes a cadeia do folato (TESSIER & HARAOUI, 2010; YANAGIMACHI et al,
2011).

Na andlise da amostra estudada foi encontrado que existem mais casos com
alelo polimorfico (T) na populacdo com AlJ. A frequéncia genotipica encontrada foi:
55,26% dos pacientes CC, 31,58% dos pacientes CT e 13,16% TT. Este resultado
difere da maioria dos estudos que mostram uma maior ocorréncia de genétipos
heterozigbticos e uma incidéncia em torno de 8% do alelo T nas populacbes
estudadas (KREMER, 2004; BECKER, 2011).

Em diversos estudos ha a afirmativa que o alelo polimérfico (T) pode causar
reducdo na atividade enzimatica da enzima MTHFR levando a hiperhomocisteinemia
que representa um fator de risco cardiovascular. Isto ocorre devido o alelo T possuir
caracteristicas termolébeis (LIEW et al., 2012). Nestes pacientes a terapéutica com
0 MTX pode ocasionar alteracGes de remetilagcdo da Hcy e seu acumulo é seguido
de efeitos gastrintestinais indesejaveis. A presenca de SNP’s pode provocar
variabilidade na resposta clinica exacerbando os eventos adversos (HUGHES et al.,
2006; STAMP et al., 2009). No presente estudo ndo houve associacdo alélica e
genotipica quanto a resposta terapéutica ao MTX contradizendo os resultados de
Holb (HOLB et al., 2012), que mostram que a medi¢do das concentracdes de MTX é
um instrumento adequado podendo ser um indicador potencial para a resposta
clinica servindo como marcador para monitorizacdo da droga e reducdo de
intolerabilidade ao farmaco.

Portanto, no presente estudo foi observada associacao entre o polimorfismo
C677T de MTHFR e a AlJ. Nao ha indicios na literatura da associacdo entre a
predisposicdo a ocorréncia de AlJ e polimorfismos C677T de MTHFR, porém
verifica-se que a AlJ é significativamente afetada pelo polimorfismo no gene da

enzima MTHFR nesta regido genémica.
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6.4 Genotipagem do polimorfismo C678T do gene mthfr

No presente estudo, além do polimorfismo C677T ja relatado na literatura, foi
observado outro polimorfismo (C678T), ainda sem registros na literatura e nem
depodsitos no NCBI. Apenas trés pacientes apresentaram este SNP, por este motivo
nao houve correlacdo com os dados do estudo. Na posicdo 678 houve, portanto,
uma substituicdo de um nucleotideo C por T, porém ndo ha impacto clinico visto nao
ter modificado o aminoéacido codificado.

A nova proposta do estudo é coletar células dos pacientes polimorficos (TT e
CT) e dos pacientes ndo polimorficos (CC) para o gene mthfr e trata-las com folato.
Apds esta etapa prosseguiremos com a quantificacdo dos niveis de Hcy e

realizaremos a associagdo com as principais variaveis.
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CONCLUSAO

A partir da analise e discussdo dos dados apresentados neste estudo
podemos concluir que:

« Houve associacdo significativa entre a frequéncia alélica e genotipica do
gene mthfr na posicdo 677 e o diagnoéstico de AlJ, mostrando que o0 gene é
predisponente para a artrite.

« Houve diferenca estatisticamente significativa ao correlacionar alguns
dados clinicos e laboratoriais de pacientes controles saudaveis e com AlJ.

« Nao houve correlacdo dos dados clinicos e laboratoriais e a presenca do
polimorfismo genético.

« Na&o foi encontrada associacao entre a resposta terapéutica ao uso do MTX
e a ocorréncia de exacerbacgdo dos eventos adversos/intolerancia a droga.

« A AlJ foi significativamente afetada pela mutacdo no gene MTHFR na
regido genbmica C677T. O aumento da prevaléncia de gendtipos CT e TT em
pacientes com AlJ indicou um efeito de dominancia do alelo T. No entanto, este
polimorfismo ndo estava associado com intolerancia MTX, 0 que sugere que a
acumulacao de substrato ndo esta relacionada com a incapacidade do paciente para
sequestrar MTX e prevenir a desintoxicacgéao celular.
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ANEXO A
a
Universidade Federal de Uberlandia
Instituto de Genética e Bioquimica
U U Laboratério de Nanobiotecnologia

Campus Umuarama — Bloco 2E, Sala 24
38400-902 - Uberlandia-MG - FONES: (034) 3218-2478 — ueira@ingeb.ufu.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa “Correlacdo entre
polimorfismos genéticos em genes relacionados ao metabolismo do folato em
pacientes com Artrite Idiopatica Juvenil e o uso de Metotrexato” sob a
responsabilidade dos pesquisadores Dr. Carlos Ueira Vieira, Dr. Carlos Henrique
Martins da Silva, Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho, Dra. Yara Cristina de Paiva Maia e
Ayla Dayane de Faria Aguiar. Espera-se que, com este estudo seja possivel detectar
a correlacdo entre variacdo genética e fatores comportamentais, nutricionais e
clinicos presentes em pacientes com Artrite Idiopatica Juvenil em utilizacdo de
Metotrexato. Almeja-se com o estudo, auxiliar na minimizacdo dos eventos adversos
presentes no tratamento contra a doenca.

Nesta pesquisa vocé podera se encaixar em um dos dois grupos seguintes:
Grupo 1 (com AlJ) e Grupo 2. Nesta pesquisa vocé deverd responder a um
guestionario, que sera aplicado pela equipe no dia da consulta no hospital e sera
coletada uma amostra de sangue (5mL) sem nenhum desconforto adicional para
vocé. Estes materiais serdo enviados para o Laboratorio de Nanobiotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia para extragao de DNA.

A partir da analise dos resultados destes dados é que pesquisaremos quais
alteracdes genéticas podem resultar do uso de Metotrexato e os fatores nutricionais,
comportamentais e clinicos individuais que podem influenciar no desenvolvimento de
eventos adversos como os polimorfismos. O material coletado para este estudo
recebera um cédigo e apenas o professor Dr. Carlos Ueira Vieira sabera a origem do
mesmo.

Este material serd utilizado apenas para os estudos descritos acima e ao final,
sera descartado. Em nenhum momento desse estudo, as pessoas que estarédo
trabalhando com este material saberdo que € seu, garantindo o sigilo de seus dados.
Nenhuma outra pessoa, que ndo aquelas envolvidas no presente projeto, terdo
acesso aos dados individuais gerados por esta pesquisa. Os resultados deste
trabalho serdo publicados em veiculos de divulgacdo cientifica (revistas
especializadas e congressos) garantindo-se o anonimato dos participantes. Sua
participacdo ou ndo neste estudo néo influenciara de nenhuma forma no tipo e na
gualidade do atendimento médico que a vocé esta recebendo ou podera receber no
futuro. Vocé podera solicitar aos pesquisadores, a qualquer momento, 0 seu
desligamento do estudo e a retirada dos seus dados. Vocé podera ter conhecimento,
se quiser e no momento que desejar, dos resultados da avaliagdo genética.
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E através deste tipo de pesquisa e da divulgacdo dos resultados, que
esperamos descobrir a existéncia de fatores que contribuem para o agravamento
dos efeitos adversos no tratamento contra a artrite reumatdide. Sua participacéo
poderé ajudar a melhorar os conhecimentos necessarios para um melhor orientar
programa de tratamento com eficacia elevada e com minimizacdo dos efeitos
indesejaveis. Vale dizer que vocé nao terd nenhum gasto ou ganho financeiro por
participar da pesquisa.

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com a
senhora.

Caso vocé queira se informar de mais detalhes sobre a pesquisa agora, ou no
futuro, podera entrar em contato com a equipe de pesquisadores: Dr. Carlos Ueira
Vieira, Dr. Carlos Henrique Martins da Silva, Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho, Dra.
Yara Cristina de Paiva Maia e Ayla Dayane de Faria Aguiar. Endereco: Universidade
Federal de Uberlandia-Instituto de Genética e Bioquimica-Lab. de Nanobiotecnologia
- Campus Umuarama - Bloco 2E, Sala 24 — CEP: 38400-902, Uberlandia, MG.
Telefone de contato: (34) 3218-2478.

Vocé também podera entrar em contato com o Comité de Etica na
Universidade Federal de Uberlandia CEP/UFU, localizado na Av. Jodo Naves de
Avila, n° 2121, bloco J,Campus Santa Monica — Uberlandia —-MG, CEP: 38408-100;
fone: 34-3239-4131.

Uberlandia, ..... de ...... de 20....

Assinatura do pesquisador que coletard o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE)

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apés ter sido
devidamente esclarecido.

Participante da pesquisa ou representante legal
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ANEXO B

ano Universidade Federal de Uberlandia
Instituto de Genética e Bioquimica

U‘fu Laboratério de Nanobiotechologia

Campus Umuarama — Bloco 2E, Sala 24
38400-902 - Uberlandia-MG - FONES: (034) 3218-2478 — ueira@ingeb.ufu.br

TERMO DE ESCLARECIMENTO PARA O MENOR

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa que tem como
objetivo estudar a correlacdo entre variacdo genética e fatores comportamentais,
nutricionais e clinicos presentes em pacientes com Artrite Idiopatica Juvenil em
utilizacdo de Metotrexato. Almeja-se com o estudo, auxiliar na minimizacdo dos
eventos adversos presentes no tratamento contra a doenca.

Vocé esté sendo esclarecido dos desconfortos e riscos possiveis, assim como
a metodologia empregada, os beneficios esperados e sobre a quantidade de sangue
necessaria para realizacdo do trabalho (5,0 mL). Vocé também esta sendo
comunicado que sera esclarecido a qualquer momento do andamento da pesquisa,
sobre os resultados obtidos, bem como qualquer davida, desde que seja solicitado
por vocé a qualquer pesquisador envolvido na pesquisa. Vocé esta sendo informado
gue nao havera necessidade de uma segunda puncao Vvisto que 0 sangue que sera
utilizado nos experimentos serd o mesmo que foi submetido aos eventuais exames
que justificam a coleta, que sera feita por um profissional qualificado com o auxilio
de seringa/agulha descartaveis. Portanto, ndo havera nenhum desconforto adicional.

Vocé nédo tera nenhum gasto ou ganho financeiro por participar da pesquisa, e

é livre para cessar sua participacdo a qualquer momento sem nenhum prejuizo.

Uberlandia, de de 20

Assinatura do participante menor
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UJ Universidade Federal de Uberlandia

Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Avenida Jodo Naves de Avila, n2. 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131; e-mail: cep@propp.ufu.br; www.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL Ne. 495/10 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEP/UFU
146/10

Projeto Pesquisa: Correlacao entre polimorfismos genéticos em genes relacionados ao
metabolismo do folato em pacientes com artrite idiopatica juvenil e o uso de metotrexato.

Pesquisador Responsavel: Carlos Ueira Vieira

De acordo com as atribuicdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela
aprovacao do protocolo de pesquisa proposto.

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos,
nos limites da redagéo e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolucao 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da
pesquisa e os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de
pesquisa.

b- podera, por escolha aleatéria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e
documentagao pertinente ao projeto.

c- a aprovacéo do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento
a Resolucao 196/96/CNS, nao implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Data de entrega do 1¢ relatdrio parcial: agosto de 2011.
Data de entrega do relatorio final: dezembro de 2011.

SITUACAO: PROTOCOLO APROVADO.

OBS: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Uberlandia, 30 de julho de 2010

) f
\/Amm\ \,W?_L. ohe f{ i ol

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora CEP/UFU

Orientagdes ao pesquisador

« O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - ltem IV.1.f) e deve receber uma
copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (ltem IV.2.d).

= O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo somente apds
andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item [I1.3.z), aguardando seu parecer, exceto quando
perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos
da pesquisa (Item V.3) que requeiram acio imediata.

= O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item
V.4). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha
sido em outro centro) e enviar notificacio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitiria — ANVISA — junto com seu
posicionamento.

« Eventuais modifica¢oes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do
protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo I ou IT apresentados anteriormente a ANVISA, o
pesquisador ou patrocinador deve envid-las também & mesma, junto com o parecer aprobatorio do CEP, para serem juntadas ao
protocolo inicial (Res.251/97, item 1I1.2.e). O prazo para entrega de relatdrio é de 120 dias apds o término da execugiio prevista no
cronograma do projeto.
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APENDICE A

Questionario de Avaliacao Clinica para o grupo com artrite

Data da avaliagdo:___ / /
Numero do prontuario do paciente:
Iniciais do nome do paciente:

A. IDENTIFICACAO

Iniciais:

Idade: Data Nascimento;_ / /  Género:M LI F []
Etnia: Branco [ | Pardo[ ] Negro [ ] Telefone:

Endereco: N°

Bairro: Cidade:

Cidade do nascimento: Estado:

B. HISTORIA CLINICA

1. Portador de qual forma de AlJ? Oligoarticular[_] Poliarticular_] Sistémical ]
Em que idade foi diagnosticado?

2. Forma de inicio: Oligoarticular [] Poliarticular [ Sistémica [
Idade do inicio dos sintomas:
Idade na primeira consulta:

3. Pratica alguma atividade fisica? Sim [] Nao[ |
Qual e em que frequéncia?

Atividade leve [ ]  moderada [_] intensa [_]

Quanto tempo de exercicio: minutos
4. Tem algum tipo de alergia? Sim [ ] Nao [ ]

Qual?

5. Fez alguma radiografia, tomografia ou ressonancia magnética nos ultimos 6
meses? Sim [] N&o [ ]
Quanto tempo faz?

6. Fez uso de algum medicamento nos ultimos 3 meses? Sim [ |  N&o [ ]
Qual medicamento?
Qual dose?

7. Portador de alguma outra doenca inflamatéria? Sim [] N&o [ ]
Qual?




8. Portador de alguma doenca infecciosa? Sim[] Nao []

Qual?
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9. Qual o seu peso atual?

10. Qual o seu peso usual?

11. Altura:

12. IMC:

C. HISTORICO FAMILIAR

Algum portador de AlJ na familia? Sim [] Nao [ ]
Qual grau de parentesco:

Qual forma: Oligoarticular[_] Poliarticular [ ] Sistémica [ ]
D. EVENTOS ADVERSOS
DATA EVENTOS ADVERSOS RESPONSAVEL

Examinador:




