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RESUMO

A espondilite anquilosante (EA) € uma doenca que acomete as grandes
articulacoes, especialmente os membros inferiores, articulacbes sacroiliacas e
coluna vertebral. Os receptores KIR, presentes nas células natural killer (NK), ligam
moléculas HLA (antigeno leucocitario humano) para reconhecimento da célula alvo.
Ainda assim, pouco se sabe sobre a relacdo entre a EA com os receptores KIR.
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a distribuicdo e as frequéncias alélicas e
genotipicas dos genes KIR em pacientes com EA e controles sem a doenca,
residentes do estado do Parana. O estudo caso-controle foi realizado utilizando a
técnica de PCR-SSP (reacdo em cadeia da polimerase com iniciadores sequéncia-
especificos) e analisando os produtos da amplificacdo por meio de eletroforese em
gel de agarose. As anadlises estatisticas foram realizadas pelo programa R verséo
4.2.0. O gene KIR2DS4 apresentou alta frequéncia em ambos os grupos. Nao foram
evidenciadas diferencas significativas na distribuicdo das frequéncias dos genes
KIR2DL2, KIR2DS1, KIR2DS4 e KIR3DS1 entre pacientes com EA e controles,
sendo necessario novos estudos para melhor entendimento da doenca e sua
associagao com os receptores KIR.

INTRODUCAO

As espondiloartrites abrangem diversas doencas caracterizadas por causar
inflamacdo reumatica, entre elas encontra-se a espondilite anquilosante (EA),
condicdo que afeta especialmente as articulagdes sacroiliacas e coluna vertebral
levando ao comprometimento estrutural ou funcional das articulacbes afetadas
(Garg, 2014).

As células natural killer (NK), cumprem uma funcdo essencial no sistema
imunolégico. A ativacao e inibicdo das células NK é regulada pelos receptores KIR
(receptores similares a imunoglobulinas), os quais podem apresentar cauda
citoplasmatica curta (S) ou longa (L), com dois ou trés dominios (2D ou 3D), que
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ligam ao HLA (antigeno leucocitario humano) reconhecendo a célula-alvo (Carrillo-
Bustamante, 2006; Diaz-Pefa, 2009; Trowsdale, 2001).

Os genes dos receptores KIR sé&o expressos pelo complexo LRC (complexo
de receptores leucocitarios) no cromossomo 19q13.4. Até o presente momento, 17
genes KIR foram identificados em humanos, sendo seis receptores ativadores:
KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5 e KIR3DS1, nove receptores
inibidores: KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B,
KIR3DL1, KIR3DL2 e KIR3DL3, e dois pseudogenes KIR2DP1 e KIR3DP1
(Trowsdale, 2001).

Assim, o intuito deste estudo foi analisar as distribuicdes e frequéncias dos
genes KIR em pacientes com EA e controles sem a doenca.

MATERIAIS E METODOS

O estudo caso-controle foi conduzido com 96 pacientes com EA, sem
parentesco, classificados pelos critérios ASAS e residentes do Norte/Nordeste do
Parana. O grupo controle foi estabelecido por 96 individuos sem a doenca.

O DNA foi extraido pelo BioPur® Kit Extracdo Mini Spin Plus (Biometrix,
Curitiba, Parana, Brasil), partindo do sangue total, seguindo orientacbes do
fabricante. A concentragéo e pureza do DNA foram medidas em espectrofotdmetro a
260 nm e 280 nm (NanoDrop 2000R, Thermo Scientific).

Os genes KIR2DL2, KIR2DS1, KIR2DS4 e KIR3DS1 foram determinados por
PCR-SSP (reacédo em cadeia da polimerase com iniciadores sequéncia-especificos),
usando hGH com controle interno da reacdo. A sequéncia dos primers estao
agrupados na tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados para a ca racterizacdo dos
genes KIR pelas reac6es de PCR-SSP.

Sequéncia do Primer (5’-3") Pares de base
Genes

KIR2DL2 F: AGGGGGAGGCCCATGAAT 153
R: CACTCGAGTTTGACCACTCGTAT

KIR2DS1 F: GTAGGCTCCCTGCAGGGA 148
R: ACAAGCAGTGGGTCACTTGAC

KIR2DS4 F: CTGGCCCTCCCAGGTCA 204
R: TCTGTAGGTTCCTGCAAGGACAG

KIR3DS1 F: TCCATCGGTTCCATGATGCG 11

R: GACCACGATGTCCAGGGGA

hGH F: TGCCTTCCCAACCATTCCCTTA 434

R: CCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC

F: primer forward; R: primer reverse

As reagbes de PCR-SSP foram realizadas sob as seguintes condic¢oes:
volume final de 20pL, sendo tampé&o 1X, 1,5uM de MgCIl, para os genes KIR2DS1,
KIR2DS4 e KIR3DS1 e 1,2uM para o gene KIR2DL2, 0,2mM de dNTP, 0,3uM para
primers forward e reverse para KIR2DL2, KIR2DS4 e KIR3DS1 e 0,4uM para
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KIR2DS1, 0,08uM primers hGH forward e reverse, 1U deTag DNA polimerase e
50ng/uL de DNA. Amostras com genotipos previamente conhecidos foram utilizadas
como controles positivo e negativo em cada reacdo. A metodologia foi validada por
PCR-SSOR (Reacdo em Cadeia da Polimerase utilizando Oligonucleotideos
Sequéncia-Especificos).

As condicdes de ciclagem foram: desnaturacéo inicial a 94°C por 3 minutos,
seguida de 35 ciclos a 94°C por 45 segundos, anelamento a 62°C para os primers
dos genes KIR2DL2, KIR2DS4 e KIR3DS1 e 58°C para o gene KIR2DS1 por 30
segundos, extensdo a 72°C por 90 segundos, e extenséao final a 94°C por 5 minutos.

As amostras amplificadas passaram por eletroforese em gel de agarose 2%
corado com SYBR Safe™ e comparado com marcador de peso molecular de 100pb.
As analises estatisticas foram elaboradas em R verséo 4.2.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A média de idade, em anos, para os pacientes foi de 44,69 + 13,09, e para o
grupo controle foi de 41,80 + 12,80. Além disso, 0s grupos de pacientes e controles
foram constituidos, respectivamente, 62,50% e 56,25% por individuos do sexo
feminino. Os individuos foram pareados para idade, sexo e etnia (P>0,05) a fim de
eliminar estes interferentes.

Os testes para validacdo da metodologia de caracterizacdo dos genes KIR,
por meio da PCR-SSOR, demonstraram taxa de congruéncia de 100% dos
resultados.

Conforme disposto na tabela 2, o gene KIR2DL2 estava presente em
52,08% dos individuos do grupo controle e em 50% dos pacientes com EA. O
KIR2DS1 foi observado em 53,12% de individuos controles e 46,88% dos pacientes
com EA. O KIR2DS4 expressou alta frequéncia em ambos 0s grupos estudados,
sendo 93,75% no grupo controle e 97,92% nos pacientes, e o KIR3DS1 foi
observado em 43,75% do grupo controle e 38,54% dos pacientes com EA.

Tabela 2: Distribuicao das frequéncias dos genes KIR em pacientes
com espondilite anquilosante e controles.

KIR Pacientes N= 96 Controles N= 96
n (%) n (%)
KIR2DL2 48 (50) 50 (52,08)
KIR2DS1 45 (46,88) 51 (53,12)
KIR2DS4 94 (97,92) 90 (93,75)
KIR3DS1 37 (38,54) 42 (43,75)

N= nuimero total da populagdo, n = nimero de individuos.

N&o houve diferencas estatisticas na distribuicdo das frequéncias dos genes
KIR2DL2, KIR2DS1, KIR2DS4 e KIR3DS1 entre pacientes e controles. Apesar disso,
outros estudos realizados na Espanha mostram que os genes KIR2DS1 e KIR3DS1
apresentaram frequéncia significativamente maior em pacientes (52,8% e 57,7%
respectivamente) que em controles (38,2% e 37,5%), sugerindo uma possivel
associacao de risco com a patogénese da EA (Diaz-Pefia, 2015). As diferencas dos
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resultados podem ser explicadas pela miscigenacédo da populacdo brasileira. Outro
fator a ser considerado € o menor poder estatistico, quando comparado com 0
estudo espanhol, fatores que podem influenciam nos resultados obtidos.

CONCLUSOES

Através das andlises estatisticas, ndo foram encontradas diferencas
significativas na distribuicdo das frequéncias dos genes KIR2DL2, KIR2DS1,
KIR2DS4 e KIR3DS1 em pacientes e controles, sugerindo ndo haver uma
associagcao entre os genes KIR com a patogénese da EA. Sendo assim, novos
estudos com outros genes podem contribuir para o melhor entendimento da doenca
e elucidar a associacdo dos genes com a EA.
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