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RESUMO

A Artrite Reumatéide (AR) é uma doenca crbnica e inflamatéria causada por reacao
autoimune que tem etiologia desconhecida. A inflamagdo desencadeia-se na
membrana sinovial. Varias células estdo envolvidas diretamente na destruicao da
cartilagem articular e do osso subcondral, na liberacdo de citocinas e manutencéo
do estado inflamatério, entre elas os linfécitos TCD4+CD28- e natural killer (NK) que
possuem Receptores Imunoglobulina-similies de células NK (KIR) que tém como
ligantes as moléculas HLA na superficie de células alvo. A associacdo de genes HLA
de classe | bem como de genes ndao HLA devem ser estudadas, pois estes se
localizam nas regides envolvidas nos processos autoimunes, genes KIR e HLA sao
genes candidatos a predisposicdo a AR. O objetivo do trabalho foi investigar a
associacao dos genes KIR e seus ligantes HLA com a AR. A genotipagem de 13
genes KIR foi realizada por PCR-SSP para 150 controles e 50 pacientes
pertencentes a populacdo de Belém, seguida de eletroforese em gel de
poliacrilamida a 4,8%. As freqliéncias génicas foram obtidas por contagem direta e a
andlise estatistica realizada no programa BioEstat 5.0. Os grupos de ligantes HLA-C
grupo 1 apresentou frequéncias alélicas similares em pacientes e controles.
KIR2DS3 teve freqiiéncia de 78% em pacientes e 34% em controles (p<0,0001; OR=
6,88, IC 95%=3,3-14,6). KIR3DS1 foi mais frequente em pacientes (p=0,0023;
OR=3,48; IC 95%=1,58-7,68). Os genes KIR2DS4 e KIR2DS5 também foram mais
freqUentes em pacientes, mas perderam a significancia ap6s correcao para multiplos
testes. A associacdo de KIR3DS1 é secundaria pois esta em desequilibrio de
ligacdo com KIR2DS3. O gene KIR2DS3 esta associado com a AR, de acordo com
valor de Odds Ratio, individuos com essa gene tém 6,88 mais chances de ter AR.
Os resultados estao de acordo com a literatura, pois o gene KIR2DS3 é ativatério e
gendtipos que estimulam a atividade de células NK conferem risco ao

desenvolvimento de doencgas autoimunes.



ABSTRACT

Rheumatoid Arthritis (RA) is a chronic and inflammatory disease caused by
autoimmune responses and unknown etiology. The inflammation is started in the
synovium membrane and some cells are involved directly in the destruction of the
cartilage to articulate and the subcondral bone, in the release of cytokines and
maintenance of the inflammatory state, between them CD4*CD28™'.T-cells and
natural killer (NK) that they show Immunoglobulin-like receptors of cells NK (KIR) in
surface that link with HLA on the target cells. The association of genes HLA class |
as well as of non-HLA genes should be studied, because they are locate in regions
involved in autoimmunity, genes KIR and HLA are candidates genes to RA
predisposition, because play role in cytolysis. The aim of this study is search
association between KIR genes and their HLA ligands with RA pathogenesis. KIR
genotypes were determined in 50 patients of RA and 150 healthy controls using the
PCR-SSP method. Gene frequencies was obtained using direct count and the
software BioEstat 5.0. The results show that the ligands group NK1 was not
significantly different between patients (45%) and healthy individuals (47%). Gene
KIR2DS3 had frequency of 78% in patients and 34% in controls (p<0,0001; OR=
6,88, IC 95%=3,3-14,6). KIR3DS1 was predominant in patients (p=0,0023; OR=3,48;
IC 95%=1,58-7,68). The KIR2DS4 and KIR2DS5 was not significantly after multiply
testes correction. KIR3DS1 have a secondary association because is in linkage
disequilibrium with KIR2DS3. The KIR2DS3 gene is associated with RA, the Odds
Ratio value show that persons with this gene have 6,88 more chances to RA. This
results are according with other works, because the KIR2DS3 gene confers a
activatory signal to NK cell and this genotypes confers risk to Rheumatoid Arthritis.
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1. INTRODUCAO

A Artrite Reumatdide (AR) € uma doencga crénica e inflamatéria, causada
por reacado autoimune, com etiologia desconhecida e um curso clinico bastante
variavel. Essa reacdo afeta primariamente a membrana sinovial de pequenas
articulagdes e tem como sintoma principal a rigidez matinal, a poliartrite e destruicao
articular a longo prazo (Rodriguez et al, 2002).

Em alguns pacientes, os sintomas iniciais consistem em fadiga,
emagrecimento, mal-estar, febre baixa e dores musculares. Todavia, na maioria dos
casos, a doengca comeca com manifestacdes articulares, simétricas, afetando,
primariamente, as pequenas articulacées das maos e dos pés (Moreira & Carvalho,
1998; Figura 1). As grandes articulagdes (tornozelos, joelhos, quadris, cotovelos e
ombros) geralmente sdo afetadas num estagio mais avancado de evolucado da
doenca, podendo haver desde uma dificuldade de movimentacao das articulagdes,
devido a dor, a uma deformidade articular levando a perda total dos movimentos
(Fugger, 2000). Além disso, é queixa freqliente dos pacientes a rigidez matinal, com
uma melhora observada no decorrer do dia (Lee & Weinblatt, 2001).

Figura 1: Deformidades articulares primarias nas maos visualizada em
radiografia simples (Fonte: http://unicamp.com.br).

Somado as manifestacées articulares, alguns pacientes desenvolvem
manifestagbes extra-articulares como nédulos subcutédneos ou subperiésteos,
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denominados no6dulos reumatdides, inflamacdo pulmonar, vasculite, pericardite
(Moreira & Carvalho, 1998; Sack & Fye, 2000). Podem ocorrer secura dos olhos e
boca devido as inflamagdes nas glandulas lacrimais e salivares (“Sindrome seca” ou
“Sindrome de Sjogren”). Pacientes com AR podem desenvolver vasculites que
causam inflamacbes que afetam a pele, nervos e outros tecidos (Arthritis
Foundation, 2000).

O diagnéstico de AR é feito de acordo com o preconizado pelo Colégio
Americano de Reumatologia com associagcdo de sintomas clinicos, resultados
laboratoriais e radiol6gicos (Bértolo et al, 2007). Se quatro dos sete critérios
estiverem presentes por mais de seis semanas, o paciente é diagnosticado com AR
(Arnett et al, 1988). A pesquisa do Fator Reumatdide no sangue € um exame que
tem sensibilidade de 40% a 80%, porém a especificidade é baixa porque também
esta presente em outras doengas reumaticas como o Lupus e Sindrome de Sjégren,
doencas infecciosas (sifilis, hanseniase, tuberculose, maldria) e em individuos
idosos. Outros exames sdo realizados em caso de duvida, como o anti-CCP
(antipeptideo citrulinado ciclico) que tem maior especificidade e o Fator Anti-Nuclear
(FAN), presente em 30% dos pacientes (Bértolo et al, 2007).

A artrite reumatdide afeta aproximadamente 1% da populagdo em geral
(Lee & Weinblatt, 2001), podendo iniciar-se em qualquer idade, porém é mais
freqUente na faixa de 30 a 50 anos (Moreira & Carvalho, 1998). Ambos 0s sexos sdo
acometidos, mas ha predominio do feminino na proporcao de 2,5:1 (Lee & Weinblatt,
2001), mas essa proporcao varia muito em diferentes populagbes, o trabalho de
Barbosa, 2009 descreveu uma propor¢cao de 8 mulheres para cada 1 homem na
populacao de Belém, Para. Estudos associam essa diferenca a fatores hormonais
(Lee, 2001) homens com artrite apresentam niveis menores de testosterona
(Espector et al, 1989), porém em mulheres essa associacdo ndao é muito evidente,
Brennan e Silman (1995) descrevem niveis menores de testosterona e sulfato de
deidroepiandrosterona em mulheres com AR.

A inflamacéao, caracteristica da doenca, é desencadeada na membrana
sinovial e varias células como linfocitos TCD4'CD28°, Natural Killer (NK),
macrofagos, fibroblastos, células endoteliais e produtos de suas atividades estdo
envolvidas diretamente na destruicdo da cartilagem articular e do 0sso subcondral,
na liberacdo de citocinas e manutengdo do estado inflamatério. Este tecido
inflamatério presente na articulagao recebe o nome de Pannus (Figura 2). A causa
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ou inicio do processo inflamatério, bem como o modo que ele se perpetua nao é
totalmente conhecido (Fugger & Svejgaard , 2000). Pacientes com AR tem grande
quantidade de células T CD4" e CD28, que estdo envolvidas diretamente nas
complicagdes vasculares da doenca (Yen et al, 2006).

osteoclastos

: fibroblast
Capsula articular = 1oroDlasios

macrofagos

Membrana Celula dendritica

sinovial célulaT
Celula olasmatica
CelulaB
espaco articular
4 Extensiva
cartilagem A neutrofilo angiogénese
: mastocita
Celulas sinoviais
Hiperplasia
sinovial

0550

Figura 2: (a)Membrana sinovial sadia e (b) membrana sinovial de paciente
com AR. (Adaptado de http://www.ff.up.pt)

Varios fatores genéticos e ambientais tém sido associados ao surgimento
da AR, entretanto, nenhum dos dois emerge como necessario ou suficiente para o
desenvolvimento da doencga.

A busca por marcadores genéticos que possam elucidar a etiopatologia da
doenca, bem como sua evolugao clinica, pode fornecer interessantes achados na
explicagdo do mecanismo genético por tras desta patologia. Assim, os estudos
podem ser agrupados em dois tipos principais: i) estudos de triagem genémica e ii)
estudos em genes candidatos.

Os estudos de triagem gendmica encontraram boas regides candidatas,

porém a regido cuja associacdo foi mais consistente e constante em todas as
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populacdées foi o Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), no
cromossomo 6. Algumas regides sao reproduzidas em varios estudos e tém genes
candidatos bem caracterizados, entre eles a regido 2932-35 se destaca, onde estao
contidos os genes STAT4, CTLA4 e SLC11A1 (antigo NRAMP1) que sao genes
consistentemente associados & AR e ao Lupus Eritematoso Sistémico que também é
uma doenca autoimune (Plenge et al 2005; Krishnam et al, 2006; Yen et al 2006;
Remmers et al 2007).

Varios estudos evidenciam a associacdo da suscetibilidade a AR com
polimorfismos em genes do MHC, especialmente HLA-DRB1, sendo alelos do grupo
DR4 os mais comumente associados (Bongi et al, 2004; Horst-Bruinsma et al, 1999;
Jawaheer et al, 2002; Ota et al, 2001; Reviron et al, 1999; Yen et al, 2002). No
entanto outros autores sugerem uma segunda associacao independente com genes
de classe lll (Singal et al, 1999) observaram associacao primaria de genes HLA de
classe lll, especificamente proxima do gene TNF no mesmo bloco de recombinacao
dos genes HLA-Be C.

Associagdo de AR com polimorfismos de genes KIR também foi descrita
(Yen et al, 2006), porém € controversa (Majorczyk et al 2007; Middleton et al, 2007).
No entanto, um aspecto que permanece concensual €& a associacdao de
polimorfismos do complexo KIR com manifestacdes extra-articulares da AR,
particularmente a vasculite (Yen et al, 2001; Majorczyk et al 2007). A ativacédo ou
inibicao da atividade citolitica de células NK decorre da interacdo de seus receptores
KIR com seus ligantes, moléculas codificadas por certos alelos HLA-A, B, C e G
(Pahram, 2005). Os genes KIR tém sido associados com diversas doencas
autoimunes e infecciosas. De modo geral, genétipos que levam a uma baixa inibicao
e alta ativacao de células NK sao benéficos em infecgdes virais, enquanto genétipos
mais ativatorios conferem risco a doencas autoimunes (tabela 1).

Estudos em genes candidatos tém destacado primariamente genes
envolvidos na resposta imune inata, adaptativa e inflamatéria (Prokunina & Alarcon-
Riquelme, 2004; Krishnan et al, 2006). Neste cenario, pode-se propor estudar genes
candidatos, localizados em regides previamente descritas e envolvidos nesses

processos.



Tabela 1: Associacao de KIR/HLA com doencas.
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Doenca Associacao KIR/HLA Efeito
Infeccéo
HIV KIR3DS 1/Bw4-801 Progresséo lenta
KIR3DS1 Risco reduzido de infeccao
HCV 2DL3/2DL3 - HLA-C1/C1 Solucgéo da Infecgao

Citomegalovirus

M. tuberculosis
P. falciparum

Autoimunidade
Artrite psoriatica

Vasculite
reumatoide
Escleroderma
Espondiloartrite

3DS1 - HLA-Bw4
Expresséo de KIR2DL1 em
todas células NK

KIR2DL 1; KIR2DL3
3DL27002

2DS51/2DS2; homozigoto
HLA-Cw
KIR2DS2/HLA-Cw03

KIR2DS2+/2DL2-
expressao elevada 3DL2

Solucgao da Infeccao
Infecgdo CMV recorrente

Susceptibilidade
Resposta de células NK
contra eritrocitos
Susceptibilidade
Susceptibilidade
Susceptibilidade

Pode contribuir para
patologia

A associacao de genes HLA de classe | bem como de genes ndo HLA

devem ser estudadas, pois estes se localizam nas regides envolvidas nos processos
autoimunes. Sendo assim, os genes alvo do presente projeto sdo: treze genes para
receptores imunoglobulina-similes (KIR) de células natural killer (NK) e seus ligantes
HLA-C.

O controle da acao de células NK é dependente principalmente da
interacdo dos seus receptores KIR inibitérios e ativatérios com ligantes HLA de
classe | correspondentes nas células alvo. Os receptores inibitérios impedem a
ativacao e ataque do préprio organismo por essas células (Boyton & Altmann, 2007).

O grupo de genes KIR é uma regidao de aproximadamente 150kb do
cromossomo 19, localizados no Complexo de Receptores Leucocitarios (LRC)

possui um total de 17 genes ou pseudogenes (Figura 3).
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A A
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Figura 3: Genes KIR localizados na regido dos LRC. (Fonte:

www.ebi.ac.uk/ipd/kir/introduction.html)

Os receptores KIR sao caracterizados de acordo com a estrutura de seus
dominios extracelulares: 2D para dois dominios ou 3D para trés dominios; a
presenca de cauda intracitoplasmatica longa com imunorreceptores com motivos
inibitérios baseados em tirosina (ITIM) envia um sinal inibitério a acao das células
NK (Bontadini et al, 2006). Por outro lado, caudas curtas ndo possuem ITIMs, mas
sim um aminoacido modificado no dominio transmembrana, com a molécula
acessoria DAP-12, que apresenta um sinal ativatério através do imunorreceptor
ativatério baseado em tirosina, ITAM (Bashirova et al, 2006; Figura 4). A
nomenclatura dos genes € dada pelos dominios extracelulares mais a letra “L” para

0s receptores inibitorios e “S” para os ativatérios.
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KIR2D
P
' N\
Tipo 1 Tipo2 KIR3D
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KIR2DL KIR2DS KIR2DL KIR3DL KIR3DL KIR3DS
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D1
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KIR2DL273 KIR2DS2 KIR2DLSA KIRIDL2

KIR2DS3 KIR2DLSB

KIR2DS4

KIR2DS5

Figura 4: Estrutura dos dominios dos receptores KIR: DO, D1 e D2. KIRs inibitérios
possuem o0s motivos inibitérios baseados em tirosina e os estimulatérios um

aminodcido basico. (Fonte: http://www.chori.org)

A resposta da célula NK, resultado da interacdo de receptores KIR e
ligantes HLA sdo fundamentais na resposta imune inata. Os ligantes HLA-C
possuem um dimorfismo na posicao 80 do dominio alfa-hélice, o grupo 1 possui uma
asparagina nessa posicdo e interage com os receptores 2DL2, 2DL3 e 2DS2
(Kulkarni et al, 2008); o grupo 2 possui uma lisina e interage com 0s receptores
2DL1 e 2DS1. Receptores 3DL1 e possivelmente 3DS1 ligam com HLA-B; 2DL2
com HLA-A; 2DL4 com HLA-G e 2DS4 com HLA-Cw4 (Bashirova et al, 2006;
Carrington & Martin, 2006).

Dos 13 genes KIR estudados, sete sao inibitérios e seis séao
estimulatorios. No entanto, nem todos os individuos possuem todos os genes. O
polimosfismo do complexo de genes KIR se da, em boa parte, a diferentes
combinagcées de genes por individuo, formando os haplogrupos de KIR. Os
haplogrupos A e B sédo caracterizados de acordo com o site
http://www.allelefrequencies.net/default.asp: se algum dos genes KIR2DL2,
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KIR2DL5, KIR3DS1, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 estiverem presentes
no genotipo, o haplogrupo B esta presente, seja em homozigose ou heterozigose, e
o individuo é caracterizado como Bx. Se nenhum desses genes estiver presente no
gendtipo, o individuo é considerado homozigoto para o haplgrupo A.

A AR é uma das doengcas autoimunes mais comuns conhecidas. Sua
prevaléncia de 1% em popula¢cdes humanas a torna um problema sério em saude
publica. Seu inicio se da apés os 30 anos, afetando individuos em sua fase mais
produtiva, impactando o mercado de trabalho e onerando a seguridade social. Sua
evolucao crénica culmina frequentemente com invalidez parcial e causa comocao
familiar e social (Lee & Weinblatt, 2001).

A expectativa de vida do paciente com AR é reduzida em até 7 anos e sua
evolucéo acarreta comprometimento erosivo das articulagdes em 70% dos pacientes
nos trés primeiros anos, sendo as articulagdes dos pés as mais atingidas e havendo
manifestacdes extra-articulares em até 30% dos pacientes (Lipsky, 1998).

Os genes escolhidos desempenham papéis importantes em fungdes
reconhecidamente relacionadas a AR, como a imunidade inata e adaptativa, além de
genes relevantes em processos inflamatérios e apoptéticos.

Além disso, a selecdo dos marcadores para esse estudo também
considerou sua localizacdo em regides cromossdémicas ja descritas como
associadas, por triagem gendbmica em genealogias, em varios estudos
independentes e em populacdes distintas.

Ainda considerando os aspectos funcionais dos genes escolhidos, as
fungdes dos genes HLA e KIR estudados estdo estreitamente relacionadas, visto
que a atividade citolitica das células NK é regulada principalmente por KIR, que por
sua vez depende de sua ligacdo com moléculas HLA-A, B, C e G. Assim, uma
andlise conjunta dos polimorfismos de genes HLA e KIR parece ser bastante

promissora e bem mais completa.
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OBJETIVO

Objetivo geral

O presente trabalho tem por objetivo principal investigar a associacao de
polimorfismos do complexo de genes KIR e seus ligantes com a AR.

Objetivos especificos

1 - Descrever a variabilidade do dos genes KIR e seus ligantes HLA em
pacientes e em controles representativos da populagao de Belém:;
2 — Investigar a associacdo de polimorfismos dos genes supracitados,

individualmente ou em combinagdes genotipicas, com o desenvolvimento da AR,;
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2. METODOLOGIA

DELINEAMENTO AMOSTRAL

Amostra controle: constituida de 150 individuos n&o aparentados,
representativos da populacdo de Belém, com idade superior a 40 anos e nao
portadores de AR.

Amostra de pacientes: constituida de 50 individuos diagnosticados clinica
e laboratorialmente como portadores de AR, provenientes da Santa Casa de
Misericérdia (Belém - PA) e consultérios particulares.

Coleta e processamento de amostras: O DNA foi extraido de amostras
sangue venoso periférico através do método fenol-cloroférmio, por meio do protocolo

descrito na literatura (Sambrook et al, 1989).

GENOTIPAGEM DE POLIMORFISMOS GENETICOS

Genes KIR

A presenca ou auséncia de treze genes KIR foi investigada por PCR-SSP.
Para a PCR, sao utilizados 24 pares de primer, um forward e um reverse — com
excegao do gene KIR2DS1, constituidos de dois forwards e um reverse — para a
amplificacdo de 13 genes (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, K, KIR2DS1,
KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DS1, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DLS3).
Para cada locus foram utilizados dois pares de primers, exceto KIR2DS5, para evitar
falsos negativos pela presenca de polimorfismos alélicos na regidao de hibridizacao
dos primers. As seqUéncias dos primers e as condi¢ées de PCR foram as referidas
por Martin et al (2002) fornecidas como suplemento em http:
//www.jimmunol.org/cgi/content/full/169/6/2818/DC1.

A visualizacdo dos produtos de PCR foi feita em gel de poliacrilamida
4,8% corada com nitrato de prata (Figura 5).
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Figura 5: Perfil de genes KIR de um individuo em gel de poliacrilamida 4,8%
(produto de PCR-SSP). As chaves determinam um gene, a presenca de uma ou
duas bandas nos pocos significa que o individuo possui este gene, estando ele em

um ou nos dois cromossomos.

Genes HLA-C

A genotipagem dos genes HLA-C sera feita por PCR e eletroforese em gel
de poliacrilamida a 4,8%, corado com nitrato de prata. As condicdes de PCR e
seqUéncia de primers foi realizada de acordo com o descrito por Frohn et al. (1998).

ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas e fenotipicas foram obtidas por contagem direta.
Estimativas de variabilidade genética (numero de alelos e diversidade genética)
foram obtidas de acordo com o descrito em Nei (1987).

A comparacao entre as freqiiéncias genotipicas das amostras de pacientes e
controles foi feita por Qui-quadrado, através dos programas BioEstat 5.0 (Ayres,
2007) e Clump, usando simulacdo de Monte Carlo para se estimar o valor de p
(Sham & Curtis, 1995).
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O Odds Ratio foi estimado para os alelos estatisticamente significantes
associados a AR.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os genes KIR estudados tiveram freqiiéncias semelhantes entre
pacientes e controles com excecdo dos genes KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5 e
KIR3DS1, que foram mais frequentes em pacientes. A figura 6 mostra a freqiéncia
de cada gene KIR em pacientes e em controles.
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Figura 6: Freqiéncias dos genes KIR nas amostras de pacientes e de controles.

O gene KIR2DS3 teve freqiéncia de 78% em pacientes e 34% em controles.
Esta diferenca foi estatisticamente significante (p<0,0001; OR= 6,88, IC 95%=3,3-
14,6).

O KIR2DS5 também teve freqliéncia maior em pacientes (76%) que em
controles (58%), a diferencga significante apresentou X2=5,18 e p=0,035, assim como
o gene KIR3DS1 que teve freqléncia de 82% em pacientes e 57% em controles
(p=0,0023; OR=3,48; IC 95%=1,58-7,68).

O gene KIR2DS4 teve freqiéncia de 98% em pacientes e 83% em controles,
diferenga significante com valor de p=0,0121, OR=10,27 e 1C95%=1,36-77,8, pode
estar associado a Atrite Reumatdide dependendo da presenca do ligante HLA-Cw4
(Yen et al, 2006). O trabalho de Yen et al. (2006) mostrou esse gene associado a AR

na populacao de Taiwan.
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Os ligantes HLA-C do grupo 1 apresentaram frequéncias alélicas similares em
pacientes (45%) e controles (47%). Um excesso de heterozigotos HLA-C1/2 foi
observado em pacientes, mas isso pode ser espurio e precisa ser confirmado com
uma amostra maior.

A andlise da presencga conjunta dos genes KIR2DL1, KIR2DS1, KIR2DL2,
KIR2DL3 e KIR2DS2 e dos seus respectivos ligantes HLA-C, nao foi realizada pois
nao houve diferencas estatisticamente significantes das freqliéncias destes genes
KIR em pacientes e em controles.

Apébs correcao para multiplos testes os valores de p dos genes KIR2DS5 e
KIR2DS4 perderam a significancia, permanecendo associados os genes KIR2DS3 e
KIR3DS1, porém a associacdo de KIR3DS1 pode ser secundaria devido
desequilibrio de ligacao entre esses dois genes, sendo portanto a associacao
principal do gene KIR2DS3 com artrite reumatoide.

De fato, KIR2DS3 e KIR3DS1 encontram-se em forte desequilibrio de ligacao,
tanto em controles (qui-quadrado=10,077, GL=1; p=0,0028) quanto em pacientes
(qui-quadrado=6,1881, GL=1; p=0,0368)

Nao houve associacdo dos haplogrupos AA ou Bx com AR, no entanto, os
genes encontrados associados, exceto KIR2DS4, constituem o haplogrupo B, que é
mais estimulatério que o haplogrupo A. Assim, os resultados em conjunto parecem
apontar para uma associacao do haplogrupo B, ou seja, de uma tendéncia a uma
maior ativacao de células NK, com AR.

Existe uma delecdo de 22pb no gene KIR2DS4 que gera um receptor de
membrana defeituoso que nado induz a ativacao celular (Maxwell et al, 2002), a
deteccao dessa variante ndo foi realizada neste estudo, para uma andlise mais
esclarecedora da associacdo do gene com a doenca e da sua interagdo com o
ligante HLA-Cw essa deteccao seria necessaria.

Varias doencas autoimunes tém sido associadas com os receptores KIR
ativatérios. Complicacdes vasculares da AR foram associadas com a presenca do
receptor KIR2DS2 e auséncia de KIR2DL2 na superficie de Linfécitos T
CD4*CD28™" (Namekawa et al, 2000).

O trabalho de Majorczyk et al (2007) encontrou freqliéncias mais baixas dos
genes KIR2DS1 e KIR3DS1 em pacientes com AR que ndo apresentavam erosao

Ossea.
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Possivelmente, 0s genes encontrados associados neste trabalho,
especialmente o KIR2DS3, estao associados a artrite reumatéide, pois codificam
receptores com funcéo ativadora das células natural killer e linfécitos T CD4*CD8™"
que estdo envolvidas na manutencdo do estado inflamatério da AR, seja com
atividade citolitica ou producdo de prostaglandinas. Inferimos através do valor de
Odds Ratio que individuos com gene KIR2DS3 estao 6,88 vezes mais presdispostos
a artrite reumatéide.

Como pode ser visto em varios estudos ha uma tendéncia a presenca de
genes estimulatérios predisporem a doengas autoimunes, enquanto que a presenca
de genes inibitérios esta mais frequentemente associada a doencas infecciosas.
Assim, nossos resultados corroboram essa tendéncia encontrada na literatura, com
a presenca de um genoétipo mais ativatério conferindo melhor resposta em infecgdes
e por outro lado, gendtipos ativatérios conferindo suscetibilidade a doencas
autoimunes, como mostrado por Kulkarni, 2008 e Boyton, 2007.
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4. CONCLUSAO

Os genes KIR2DS3 e KIR3DS1 estao associados com a predisposicao a
artrite reumatodide, possivelmente denotando uma relagdo entre maior atividade
citolitica e AR, sendo a associacao de KIR3DS1 secundaria devido desequilibrio de
ligacdo e a associagao principal do gene KIR2DS3 e individuos com esse gene tém
aproximadamente sete vezes mais chances de desenvolver artrite reumatdide
(OR=6,88).

A variabilidade do complexo de genes KIR foi semelhante em pacientes e
controles.

Nao foi encontrada associacédo dos haplogrupos AA e Bx com AR.

Os ligantes HLA-C tiveram freqiéncias semelhantes em pacientes e em

controles.
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