%
\%
&

Universidade do Estado do Rio de Janeiro

5 %
% UE\][PJ; Centro Biomédico
<, A . L.
@ estapo & Faculdade de Ciéncias Médicas
L)

Magali Justina Gomez Usnayo

Estudo da frequéncia dos alelos de HLA-DRB1 em pacientes brasileiros

com artrite reumatodide

Rio de Janeiro
2011



Magali Justina Gomez Usnayo

Estudo da frequéncia dos alelos de HLA-DRB1 em pacientes brasileiros com artrite

reumatoide

Dissertacdo apresentada, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Mestre, ao Programa
de Pos-graduacdo em Ciéncias Médicas, da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

Orientador: Prof. Dr. Geraldo da Rocha Castelar Pinheiro
Coorientador: Prof. Dr. Luis Cristévao de Moraes Sobrino Porto

Rio de Janeiro
2011



CATALOGACAO NA FONTE
UERJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA CB-A

U86  Usnayo, Magali Justina Gémez.
Estudo da freqiiéncia dos alelos de HLA-DRB1 em pacientes
brasileiros com artrite. 2011.
100 f:il.

Orientador: Geraldo da Rocha Castelar Pinheiro

Coorientador: Luis Cristdvéo de Maoraes Sobrino Porto.

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Faculdade de Ciéncias Médicas. Pés-graduagdo em Ciéncias
Médicas.

1. Artrite reumatdide — Teses. 2. Antigenos de histocompatibilidade
HLA — Teses. 3. Mapeamento de epitopos. 4. Antigeno HLA-DR1. 5.
Alelos. . Pinheiro, Geraldo da Rocha Castelar. Il. Porto, Luis Cristdvéo
de Maoraes Sobrino. I1l. Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
Faculdade de Ciéncias Médicas. IV. Titulo.

CDU 616.72-002.77

Autorizo, apenas para fins académicos e cientificos, a reproducdo total ou parcial desta

dissertacéo, desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Magali Justina Gomez Usnayo

Estudo da frequéncia dos alelos de HLA-DRB1 em pacientes brasileiros com

artrite reumatoide

Dissertacdo apresentada, como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Mestre,
ao Programa de Pds-graduacdo em
Ciéncias Médicas, da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro.

Aprovada em 18 de julho de 2011.

Orientador:

Coorientador:

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Geraldo da Rocha Castelar Pinheiro
Faculdade de Ciéncias Médicas — UERJ

Prof. Dr. Luis Cristdvao de Moraes Sobrino Porto
Faculdade de Ciéncias Médicas — UERJ

Prof. Dr. Roger Abramino Levy
Faculdade de Ciéncias Médicas - UERJ

Prof?. Dra. Maria Cecilia da Fonseca Salgado
Faculdade de Medicina — UNIRIO

Profe. Dra. Sueli Coelho da Silva Carneiro
Faculdade de Ciéncias Médicas - UERJ

Profe. Dra. Blanca Elena Rios Gomes Bica
Faculdade de Medicina - UFRJ

Prof. Dr. Evandro Mendes Klumb
Faculdade de Ciéncias Médicas - UERJ

Rio de Janeiro
2011



DEDICATORIA

Dedico este trabalho com todo carinho a meu pai Nicolas Gomez Bacarreza, aos meus irmaos
pelo carinho e apoio constante, e a minha mée Feliza Usnayo Veizan que desde algum lugar

perto de Deus estad sempre comigo.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar agradecer a Deus pela oportunidade de viver e pelo presente de ter
uma familia e amigos maravilhosos. Pela forca para conseguir terminar este trabalho.

Ao meu orientador e professor Dr. Geraldo da Rocha Castelar Pinheiro, pelos
ensinamentos durante a minha formacdo como reumatologista e na realizagdo deste projeto,
pelo exemplo de pessoa e profissional integra, pelo incentivo para seguir me superando na
area académica, pelo apoio constante nos momentos mais dificeis da minha vida, pelas
palavras alentadoras e de estimulo incondicional, pela confianga depositada.

Ao meu coorientador professor Dr. Luis Cristbvdo Porto, pelos ensinamentos, pelo
acolhimento no laboratério de HLA, pelo apoio incondicional desde o inicio da pesquisa.

Aos meus professores do Hospital Universitario Pedro Ernesto — UERJ, o Dr. Roger
A. Levy, Dr. Evandro M. Klumb, Dra. Elisa Albuquerque, Dra. Francinne Machado, Dra.
Verobnica Vilela, Dra. Renata de Campos Figueiredo e o Dr. Bruno Schau, pelo exemplo de
profissionais, pelo conhecimento compartido, pela paciéncia necessaria e por me ensinar e
corregir o portugués.

Aos meus professores do Hospital Universitario Gaffre Guinle — UNIRIO a Dra.
Maria Cecilia Salgado e o Dr. Jodo Luiz Pereira Vaz, meus agradecimentos pelo carinho,
acolhimento, pelo aprendizado dos primeiros passos na area de reumatologia.

Meus agradecimentos a Juliana Cardoso Oliveira, Gustavo Milson Fabricio da Silva
bidlogos do laboratorio de histocompatibilide e criopreservacdo da UERJ e a todos os
funcionarios do laboratdrio pelo conhecimento compartilhado.

Ao Dr. Luis Eduardo Coelho Andrade e a bidloga Renata Triguenho Alarcén do
Hospital Sdo Paulo — UNIFESP, pela parceria durante a coleta e entrevista dos pacientes de
Sédo Paulo para este projeto.

Ao Dr. Artur Fernandes, pela colaboracdo e avaliacdo das radiografias de todos os
pacientes, assim como por sua disponibilidade.

Ao Dr. Izidro Bendet Consultor Cientifico de Imunologia do laboratério Sérgio Franco
Medicina Diagndstica e aos funcionarios do laboratorio pelo apoio na avaliacdo dos
autoanticorpos.

Agradecimento também mais do que merecido, devo ao Carlos Roberto Gayer,
bidlogo da Disciplina de Bioquimica, quem me ajudou com 0s dados estatisticos deste
trabalho.



Os meus agradecimentos para a Dra. Ana Beatriz dos Santos Bachiega, Dra. Isabelle
D Oliveira, Dra. Camila Souto, Dra. Ana Beatriz Vargas, pela confianca e apoio
incondicional, assim como, pelo auxilio nas davidas relacionadas a lingua portuguesa e
revisdo deste trabalho.

Aos pacientes com AR e ao grupo de doadores voluntérios que aceitaram participar
incondicionalmente desde estudo, agradecer a confianga em mim depositada.

Agradecer também ao meu pai Nicolas, a minha mée Feliza (In memoriam), e irmaos
Zimmer, Roxana, Dagma, Lizbeth e Edil, pelo carinho, compreensdo, apoio incondicional e
constante em todo momento. Muito obrigada.

A todos 0s meus amigos e amigas que contribuiram direta ou indiretamente para o

desenvolvimento deste projeto.



N&o tenha medo do sofrimento, pois nenhum coracdo jamais sofreu quando foi em

busca dos seus sonhos.

Paulo Coelho



RESUMO

GOMEZ USNAYO, Magali Justina. Estudo da frequéncia dos alelos de HLA-DRB1 em
pacientes brasileiros com artrite. 2011. 100 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Medicas) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2011,

Os alelos HLA-DRB1, que codificam uma sequéncia de aminoacidos
(QKRAA/QRRAA/RRRAA) nas posi¢des 70 a 74 da terceira regido hipervariavel da cadeia
B1 do gene DRBL1, denominada epitopo compartilhado (EC), estdo associados com maior
susceptibilidade e gravidade para artrite reumatoide (AR) em diversas popula¢fes. Uma nova
classificacdo proposta por Du Montcel et al tem sido desenvolvida para apurar a associacao
entre HLA-DRBL1 e AR. Este estudo foi desenhado com o objetivo de determinar a frequéncia
dos alelos HLA-DRB1 em pacientes brasileiros com AR, e sua associacdo com o fator
reumatoide (FR), anticorpos antipeptideos citrulinados (ACPA) e lesdo radiografica articular e
Ossea. Quatrocentos e doze pacientes com AR e 215 controles foram incluidos. A tipificacdo
HLA-DRB1 foi realizada pela reacdo em cadeia de polimerase (PCR) usando primers
especificos e hibridacdo com oligonucleotideos de sequéncia especifica (SSOP). A pesquisa
de ACPA foi determinada pela técnica de ELISA e a do FR por nefelometria, a avaliagcdo
radiogréafica realizada pelo método do indice de Sharp modificado de Van Der Heijde. Para
andlises estatisticas foram utilizados os testes do qui-quadrado, t de Student e a regressao
logistica. Nos pacientes com AR alelos HLA-DRB1*04:01, *04:04, *04:05 se associaram
com AR (p<0,05), embora o amplo intervalo de confianga, vale a pena ressaltar a associagdo
observada com o alelo DRB1*09:01 e a doenca (p<0,05). Alelos HLA-DRB1 EC+ foram
observados em 62,8% dos pacientes e em 31,1% do grupo controle (OR 3,62; p <0,001) e
estiveram associados com ACPA (OR 2,03; p<0,001). Alelos DRB1 DERAA mostraram
efeito protetor para a AR (OR 0,42; p<0,001). A anélise da nova classificacdo de HLA-DRB1
mostra que S2 e S3P se associaram a AR (p<0,05). Alelos S2 e/ou S3P esteve presente em
65% dos pacientes e 32% do grupo controle (OR 3,86; p<0,001) e estiveram associados a
ACPA (OR.2,11; p=0,001). Alelos S3D, S1, X mostraram efeito protetor para a AR. Os
resultados obtidos neste estudo demonstram que pacientes brasileiros com AR de etnia
majoritariamente mestica, alelos HLA-DRB1 avaliados segundo a hipétese do EC e a
classificacdo proposta por Du Montcel estiveram associados a suscetibilidade a doenca e a
presenca de ACPA.

Palavras-chave: HLA-DRB1. Epitopo compartilhado. Artrite reumatodide. Polimorfismo
génico. Imunogenética.



ABSTRACT

HLA-DRBL alleles that encode an amino acid sequence at positions 70-74 of the third
hypervariable region of the B chain of the DRB1 gene, called shared epitope (SE), are
associated with increased susceptibility and severity to rheumatoid arthritis (RA) in different
populations. A new classification proposed by Du Montcel et al has been developed to
determine the association between HLA-DRB1 and RA. This study was designer to determine
the frequency of HLA-DRBL1 alleles in Brazilian patients with RA, and its association with
rheumatoid factor (RF), citrullinated peptide antibodies (ACPA) and radiographic joint
damage and bone. Four hundred and twelve patients with RA and 215 controls were included.
The HLA-DRBL1 typing was performed by polymerase chain reaction (PCR) using specific
primers and hybridization with sequence specific oligonucleotides (SSOP). The survey of
ACPA was determined by ELISA and the RF by nephelometry, the radiographic evaluation
by index method modified Sharp Van Der Heijde. For statistical analysis we used the chi-
square, Student and logistic regression. In patients with rheumatoid arthritis HLA-
DRB1*04:01, *04:04, *04.05 are associated with RA (p<0,05), although the wide confidence
interval, it is worth noting the association observed with the DRB1*09:01 allele and the
disease (p<0,05). HLA-DRB1 SE+ were observed in 62.8% of patients and in 31.1% of the
control group (OR 3.62, p<0,001) and were associated with ACPA (OR 2.03, p<0,001).
DERRA alleles showed a protective effect against RA (OR 0,42, p<0,001). The analysis of
the new classification of HLA-DRB1 shows that S2 and S3P were associated with RA
(p<0,05). Alleles S2 and/or S3P was present in 65% and 32% of patients in the control group
(OR 3,86, p<0,001) and were associated with ACPA (OR 2.11, p=0,001). S3D alleles, S1, X
showed a protective effect against RA. The results of this study demonstrate that Brazilian
patients with RA from mostly mixed ethnicity, HLA-DRB1 evaluated under the hypothesis of
the SE and the classification proposed by Du Montcel et al were associated with disease
susceptibility and the presence of ACPA.

Keywords: HLA-DRB1. Shared epitope. Rheumatoid arthritis. Genetic polymorphism.
Immunogenetic.
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INTRODUCAO

A artrite reumatdide (AR) é uma doenca sistémica cronica, caracterizada pelo
acometimento inflamatorio da membrana sinovial das articulagdes, levando a destruigdo 6ssea
e cartilaginosa. Sua prevaléncia na populacdo adulta mundial é de 0,5 a 1% e no Brasil € de
0,46%. (1) Apresenta pico de incidéncia entre a quarta e sexta décadas, sendo duas a trés
vezes mais frequente em mulheres do que em homens. (2)

Embora sua etiologia permaneca desconhecida, a sua patogenia é multifatorial e
fatores genéticos contribuem com aproximadamente 60% do risco total, (3, 4) dentre os
possiveis fatores genéticos, o HLA-DRB1 aparece claramente associado a AR, (5) associacao
sugerida pela primeira vez por Stastny (6) e posteriormente organizado por Gregersen et al,
(7) que demostrou que a AR, associa-se com varios alelos HLA-DRB1 (DRB1*01;01,
*01:02, *04:01, *04:04, *04:05, *04:08, *10:01 e *14:02) que codificam uma sequéncia de
aminoacidos compartilnada (QKRAA/QRRAA/RRRAA) localizada no sulco de ligacdo ao
peptideo, nas posicdes 70 a 74 da terceira regido hipervaridvel da molécula HLA-DRBL1,
sequéncia denominada de epitopo compartlhado (EC).

Mais recentemente, Tezenas Du Montcel et al, (8) propuseram uma nova classificacéo
reconsiderando a hipétese do EC na suscetibilidade a AR. De acordo com esta nova
classificacdo, o risco para desenvolver AR dependeria estritamente da sequéncia dos
aminoacidos RAA nas posicdes 70 a 72 modulada pelos aminoacidos na posicao 71 e 70, que
levou a definicdo de 5 grupos de alelos HLA-DRBL1 S1, S2, S3D, S3P, X. Mais tarde Michou
et al (9) validaram esta nova classificagdo e observaram que genotipos S2/S3P mostraram
maior risco para AR. Outros autores mostraram que estes alelos HLA-DRB1 estariam
associados aos ACPA, FR (10, 11) e doenca agressiva. (12)
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1 CARACTERISTICAS DA ARTRITE REUMATOIDE

A Artrite Reumatdide € uma doenca sistémica, cronica, caracterizada pelo
acometimento principalmente das articulages sinoviais periféricas, (13) que pode levar a
destruicdo e deformidade articular em virtude da presenca de erosfes dsseas e da cartilagem.
Tipicamente, a AR acomete pequenas e grandes articulagfes, associada, geralmente, com
manifestacdes sistémicas como: rigidez matinal, fadiga e perda de peso. Quando acomete
outros 6rgdos, a morbidade e a gravidade da doenca sdo maiores, podendo reduzir a
expectativa de vida em cinco a dez anos. (14) Existem pacientes que apresentam uma doenca
de curso benigno, com pouca destruicdo articular e, eventualmente até remissao espontanea da
doenca. (15)

1.1 Epidemiologia da artrite reumatoide

A AR ¢é uma das doencgas reumaticas de natureza inflamatéria mais frequentes. Sua
incidéncia e prevaléncia apresentam variacdes entre as diferentes regides geograficas do
mundo. Diversos estudos realizados na Europa, América do Norte, Asia e Africa do Sul
estimaram uma prevaléncia entre 0,5% e 1% (16). Em latino-americanos a prevaléncia é de
0,5 %. (17) Na populacdo Brasileira Senna e colaboradores em 2004, estimaram uma taxa de
prevaléncia de 0,46% (1). Embora possa iniciar-se em qualquer faixa etaria, sua incidéncia
aumenta com a idade, ocorrendo, mais frequentemente, na faixa dos 40 a 70 anos. (13)

A doenca acomete ambos 0s sexos, mas ha predominio do feminino, sendo 2 a 4 vezes
mais frequente nas mulheres do que nos homens.

Seu carater hereditario é evidenciado a partir da observacdo de que a AR é mais
prevalente em parentes de primeiro grau de pacientes com AR do que na populacdo em geral.
Diversos estudos mostram um risco aumentado em 30 vezes para 0 desenvolvimento da

doencga entre gémeos monozigoticos e 6 vezes entre os dizigdticos e irmédos ndo-gémeos. (18)
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1.2 Etiologia

A AR é uma doenca complexa, multifatorial, de causa desconhecida, na qual parece
haver uma interacdo entre fatores genéticos, infecciosos, ambientais e alteracdes enddcrinas
(16). Destes fatores, os mais fortemente associados e descritos com o desenvolvimento da AR

s80 0s genéticos e ambientais.

1.2.1 Fatores genéticos

Estudos realizados em familiares (19) demonstram a contribuicdo da heranga na
suscetibilidade da AR. Mac Gregor et.al, estimaram que o componente genético estaria
associado com aproximadamente 60 % do risco total para o desenvolvimento da AR. (4)

Embora véarios genes tenham sido associados com esta doenca, 0 HLA (do inglés,
Human leucocyte antigen) € o locus mais importante, responsavel por 30 % a 50 % da
suscetibilidade genética para AR. (20) No locus HLA a associacdo mais forte é com alelos de
DRB1, que codificam a cadeia S da molécula HLA-DR de classe Il. Recentes evidéncias,
entretanto, indicam que outros genes HLA também podem estar contribuindo para
susceptibilidade da AR. (21) Fora do locus HLA, a associacdo mais forte, assim identificada é
com o gene proteina tirosina fosfatase no receptor N 22 (PTPN22) que confere um risco de
8%. (22) A investigacdo genética de doengas complexas como a AR teve um grande impulso
gracas aos avangos biotecnoldgicos recentes, que permitiram o estudo completo de associacdo
de genomas - GWAS (do inglés, Genome-wide association studies) para identificacdo de
alelos de risco. Os GWAS confirmaram que o HLA € o principal fator de risco genético para a
AR, sendo 0 PTPN22 o segundo gene mais importante. Varios alelos de risco adicional para a
doenca foram identificados nas regides que contém TRAF 1 (locus C5), STAT 4 (do inglés
signal transducer and activator of transcription 4) e genes OLIG3-AIP3. Estes novos
achados, assim como dados complementares de estudos sobre genes-candidatos, indicam que

uma serie de genes, em conjunto, predispdem ao risco de AR. (23)
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1.2.1.1 O papel do HLA na artrite reumatoide

As moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MCH do inglés Major
Histocompatibility Complex) de classe Il estdo presentes apenas nas superficies de alguns
tipos celulares, como células dendriticas, macrofagos e linfécitos B, que em conjunto séo
denominados de células apresentadoras de antigenos (APC do inglés antigen-presenting cell).

Essas moléculas sdo um heterodimero, contendo cadeias o e 3, ambas ancoradas a
membrana, e sdo encarregadas de apresentar peptideos proprios ou nao-proprios as células T
CD4, levando a um estado de anergia ou a resposta imune adaptativa contra o peptideo
antigénico. (24)

As cadeias a e p das moléculas de classe 11 sdo codificadas pelos genes HLA-DR, DP
e DQ, localizados no brago curto do cromossomo 6 (6p21.3). Esta regido possui densidade
génica elevada, contendo cerca de 220 genes, muitos dos quais com funcdes
imunorreguladoras. As cadeias o e B das moléculas de classe Il contém dois dominios
extracelulares, denominadas al, a2 e B1, B2, e um sulco de ligacdo ao peptideo formado pela
interacdo dos segmentos al e B1. (24, 25)

Uma das principais caracteristicas do sistema HLA é seu extremo polimorfismo,
oriundo tanto das cadeias o. quanto das cadeias B. E importante ressaltar, entretanto, que para
as moléculas DR, o polimorfismo ocorre apenas no dominio B1 da cadeia f3. (25)

A associacdo entre 0 HLA e AR foi inicialmente proposta por Stastny em 1978, que
demonstrou uma frequéncia aumentada de alelos HLA-Dw4 em pacientes com AR.(6) Com o
desenvolvimento da tipificacdo por alta resolucdo de HLA-DRB1 demonstrou-se que 0S
diferentes alelos HLA-DRB1 ndo estdo igualmente associados com AR. Estudos realizados
em diversos grupos étnicos mostraram a existéncia de variagbes consideraveis em relacdo a
associacdo dos alelos de HLA-DRB1 com AR. (26) Alelos HLA-DRB1*04:01 *04:04
estavam associados & suscetibilidade da doenca em individuos caucasianos do norte da
Europa e Estados Unidos. (27) Em coreanos, japoneses e chineses o principal alelo descrito
foi o HLA-DRB1*04:05. (28, 29) Em judeus israelenses, gregos e espanhois os alelos HLA-
DRB1*01:01 e *10:01 foram os mais encontrados. (30) Em indios nativos americanos e
peruanos o alelo HLA-DRB1*14:02 (16, 31) foi o mais observado. Nos pacientes
colombianos e argentinos o alelo HLA-DRB1*04:04 foi associado com a AR. (32, 33)
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No Brasil, Bértolo et al, (14) observaram associagdo da AR com DRB1*01:01 e
*01:02 em 65 pacientes caucasoides. Mais recentemente, Louzada et al, (34) encontraram
associacdo da doenca com os alelos DRB1*04:01, DRB1*04:04, DRB1*04:05, DRB1*01:01
e DRB1*10:01 em 140 pacientes, de maioria étnica caucasoide.

Resultados que demonstram uma diversidade de alelos HLA-DRBL1 associados a AR
nas diferentes populacgdes, que foram unificadas em 1987 por Gregersen et. al, baseados na
hipbtese do epitopo compartilhado (EC). (7, 35)

A hipotese do epitopo compartilhado

Estudos tém demonstrado diferentes alelos HLA-DRBI1(
*01:01*01:02*04:01*04:04*04:05 *14:02*10:01) associados a AR. A analise molecular
destes alelos revela que individuos apresentando esses alelos codificam uma sequéncia de
cinco aminoacidos compartilhada QKRAA / QRRAA / RRRAA (onde Q= glutamina; K=
Lisina; R= Arginina e A= Alanina), localizada no sulco de ligagdo ao peptideo, nas posi¢des
70 a 74 da terceira regido hipervariavel da molécula HLA-DR, denominada de epitopo
compartilhado (EC). A explicacdo funcional da hipdtese do EC para a suscetibilidade a AR,
esta baseada em que esta sequéncia de aminoacidos participaria diretamente na apresentacao
de peptideos artritogénicos as células T CD4 provocando uma resposta imune que resultaria
na AR. (7)

Além do estudo descrito por Gregersen mostrando associacdo do EC com AR, Balsa et
al, recentemente também encontraram frequéncia maior de alelos HLA-DRB1 com EC em
408 pacientes com artrite inicial. (36)

Embora, os relatos da literatura ndo sejam homogéneos, os alelos HLA-DRB1 com
EC tém sido relacionados a gravidade da doenca. Meyer et al, em 1999 observaram, que a
presenca de gendtipos HLA-DRB1 com EC homozigotos ou heterozigotos conferem maior
risco relativo para AR e fator reumatdide positivo em titulos elevados. Ainda que, sO
gendtipos heterozigotos tivessem maior risco para a doenca, principalmente nos homens e,
nestes, associados também a presenca de nodulo reumatoide. (37)

Um outro estudo mostrou que a presenca de alelos HLA-DR*04 estaria associada a
doenga mais grave e erosiva e 0 alelo HLA-DR*01, assim como outros alelos, a doenca
menos grave. (38) Mattey et al, em um estudo realizado em 2007, observaram que s a
presenca do EC ndo teve associagéo significativa com a mortalidade em geral, enquanto que,

a presenca de genotipo homozigoto com EC associa-se com o risco de mortalidade por
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isquemia, de doenga cardiaca e tumores malignos. A andlise de gendtipos especificos mostrou
que os HLA-DRB1*01:01/%04:01 e HLA-DRB1*04:04/*04:04 estdo significativamente
associados a mortalidade por cardiopatia isquémica e os genétipos HLA-DRB1*01:01 com a
mortalidade devida a processos tumorais. O genotipo HLA-DRB1*01:01/*04:01 mostrou
possivel interacdo com o tabagismo. (39)

Reveille et al, observaram que a presenca e 0 nimero de cépias de alelos HLA-DRB1
com EC associa-se a presenca de nddulo reumatdide, assim como, com maior e rapida
destruicdo articular, sindrome de Felty e vasculites. (40)

De igual importancia é a capacidade da presenca do EC de predizer a resposta ou ndo a
um tratamento especifico. O estudo descrito por O Dell et al, evidenciou que 50 % dos
pacientes com alelos HLA-DRB1 EC + respondiam a combinacdo de metotrexato,
sulfassalazina e hidroxicloroquina quando comparado aos pacientes utilizando s6 metotrexato.
Por outro lado, os pacientes com alelos HLA-DRB1 EC- respondiam bem independentemente
do tratamento. Adicionalmente os pacientes com EC positivos ou negativos responderam
igualmente bem a terapia combinada. (35)

E importante também mencionar, que a hiptese do EC ndo explica totalmente a
suscetibilidade genética conferida pelo HLA para AR. Embora, exista associacao forte com o
locus HLA-DRBJI, trinta por cento da populacdo caucasoide normal é positiva para HLA-
DRB1*04, o que demonstra que a presenca do EC ndo é necessaria nem suficiente para
desenvolver a doenca. (5)

Alelos HLA-DRBL protetores para artrite reumatdide

Ainda que a hip6tese do EC seja aceito como fator predisponente para AR, existem
controvérsias acerca de possiveis efeitos de protecdo de determinados alelos HLA-DRB1.

Estudos tém  mostrado que os alelos  protetores  sdo: HLA-
DRB1*01:03,%04:02,*11:02,%11:03,*13:01*13:02 e *13:04 que codificam uma sequéncia de
aminoacidos DERAA (onde D= 4cido aspartico, E= acido glutdmico, R= arginina, A=
alanina) nas posic¢des 70 a 74 da terceira regido hipervariavel da molécula HLA-DRBL.

A presenca destes aminodcidos DERAA na posi¢do do EC sugere a presenca de
doenga com menor agressividade. (41) Em 2005, Van der Helm-van Mil et al, demonstraram
numa populacdo de caucasodides (440 pacientes e 423 controles) que alelos codificantes para
DERAA tém efeito protetor frente ao desenvolvimento de AR tanto em individuos com EC
positivo ou EC negativo. Adicionalmente, 0s pacientes portadores desta sequénciade DERAA

apresentaram menor destruicdo articular apds quatro anos de seguimento, ainda que
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apresentassem outros fatores associados a gravidade da doenca, como o fator reumatdide
positivo (FR) e anticorpos anti-peptideos citrulinados (ACPA) positivos e tabagismo.
Concluiu-se portanto que a protecéo associada ao DERAA seria independente do EC. (42)

No estudo realizado por Carrier et al, a presenca de pelo menos um alelo DERAA teve
um efeito protetor significativo para o desenvolvimento da doenca, inclusive para doenca
agressiva (OR 0,51; p<0,05), Enquanto nenhuma protecdo similar foi encontrada com o alelo
EC. Ainda 0 mesmo autor, observou que a presenca de um alelo DR3 néo foi associada com
doenca erosiva ou doenca grave em 30 meses (OR 0,77; 1C 95% 0,42-1,43). (43)

A participacdo dos alelos HLA-DRB1 DERAA conferindo protecdo contra AR, no
Brasil também foi observado em 2008 (OR 0,49; 1C 95% 0,31-0,77). (34)

A nova classificacédo do epitopo compartilhado e a sua importancia na AR

Em 2005, Du Montcel e colaboradores, propuseram um novo modelo de classificagéo
dos alelos HLA-DRBL1 reconsiderando a hipotese do EC na suscetibilidade da AR. Os alelos
HLA-DRB1 foram divididos em dois grupos segundo a presenca ou auséncia dos
aminoacidos arginina, alanina , alanina (RAA) nas posi¢des 72 a 74. Alelos com a sequéncia
de aminoacidos RAA sdo classificados como alelos S e os restantes classificados como alelos
X. Os alelos tipo S ainda sdo subclassificados em 3 categorias, em funcdo do aminoacido
presente na posicdo 71, da seguinte maneira: S1 quando uma alanina ou acido glutdmico
estava presente na posicdo 71; S2 quando uma lisina estava presente (K-RAA); e S3 na
presenca do aminoacido arginina. (8) Os alelos S3 foram subclassificados de acordo com o
aminoacido presente na posicdo 70 em: alelos S3D quando presente o &cido aspartico (D-R-
RAA); e S3P quando uma glutamina ou arginina estava presente na posi¢do 70 (Q-R-RAA
ou R-R-RAA).O alelo S2 tem uma glutamina ou acido aspartico na posi¢do 70 (Q-K-RAA ou
D-K-RAA). Resultam, por tanto, de acordo com esta nova classificacdo de alelos HLA-DRB1
proposta Montcel e colaboradores, cinco alelos: S1, S2, S3P, S3D e X. Esta nova
classificagdo agrega também os diferentes riscos relativos para cada grupo de alelos, baseados
em que o EC com RAA nas posi¢des 72 a 74, requer pelo menos um aminodcido carregado
positivamente nas posigdes 70 a 71, mais especificamente na posicdo 71, para serem
artritogénico. Sendo assim, a presenca de lisina no alelo S2 conferiria um risco maior para
AR, e a presenga de arginina no alelo S3P risco intermediério. No entanto, a presenca de
aminoacidos com carga negativa nas posi¢fes 70 ou 71 impede a ligagdo com o EC,
conferindo risco baixo e menor suscetibilidade para AR, expressos nos alelos S1 e S3D. Os

alelos X séo protetores e ndo conferem suscetibilidade para a doenca. (8) Tabela 1



23

Tabela 1 - Classificagdo dos alelos HLA-DRBL e riscos relativos proposta por Du Montcel

Nova Sequéncia de Alelos HLA-DRB1 Risco

Classificacéo AA nas AR
Posicdes 70 —74

S2 Q-K-RAA *04:01 Alto
D-K-RAA *13:03

S3P Q-R-RAA *01:02 *04:04 *04:05 *04:08 Intermediario
R-R-RAA *01:01

S3D D-R-RAA *11:01 *11:04 *12 *13:05 *13:06 *13:25 *14:22 *16
D-E-RAA *01:03 *04:02 *11:02 *11:03 *13:01 *13:02 *13:04  Baixo

*13:23

S1 Q-A-RAA *15

X Q-K-TCR *03
Q-R-RAE *04.03 *04:07 *04:11
D-R-RGQ *07 Sem risco
D-R-RAL *08
R-R-ERA *09:01 *14:01 *14:04

Em 2006 Michou et al, (9) provaram e validaram a proposta da nova classificagio dos
alelos HLA-DRB1 proposta por Du Montcel et al, (8) através de um estudo realizado em 100
familias (1 paciente com AR e 0s pais) de origem francesa e etnia caucasdide. Assim como
Du Montcel et al, este estudo mostrou que alelos S2 e S3P tém aumento significativo na
transmissdo de AR e alelos S3D, S1 e X conferem menor risco para a doenca. Para fins de
analise os dois estudos agruparam os alelos de baixo risco de transmissdo (S1, S3D, X) no
alelo denominado L. Assim, nas andlises posteriores, consideraram so 3 alelos (S2, S3Pe L) e
6 genotipos correspondentes (S2S2; S2S3P; S2L; S3PS3P; S3PL e LL). Através de uma
analise de regressédo logistica, Michou et al, (9) demonstraram que gendtipos S2S3P e S2S2
associam-se com maior risco para a AR com um OR de 19,5 e 18 respectivamente, seguidos
pelos gendtipos S3PS3P, S2L, S3PL com OR de 8,5; 5,3 e 3,1 respectivamente, como ja
observado por Du Montcel e colaboradores em 2005. A nova classificagdo dos alelos HLA-
DRB1 segundo Michou, proporciona melhores estimativas de risco para a AR, assim como
pode proporcionar também uma melhor compreenssao da genética, fisiopatologia e possivel
uso clinico no tratamento da AR.(9)

A importancia desta nova classificacdo dos alelos HLA-DRB1, associada com a
gravidade estrutural da AR, foi avaliada no estudo prospectivo longitudinal realizado por
Pierre-Antoine Gourraud et al, que incluiram 144 pacientes caucasoides com diagndéstico de
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AR de inicio recente, onde alelos S2 (HLA-DRB1*04:04 e *13:03) foram significativamente
associados a formas graves da doenca, enquanto que os alelos S3D (HLA-DRB1
*11:01*11:04*12 e *16) foram associados a formas leves da AR. (12) Mais tarde o mesmo
autor e colaboradores, estudaram a relevancia desta nova classificacdo em relacdo aos
autoanticorpos FR, ACPA e antifibrinogéno, estudo no qual foram incluidos 160 pacientes
caucasoides com diagndstico de AR de inicio recente. Evidenciaram que os alelos S2 e S3P
associaram-se com a formacdo destes autoanticorpos, enquanto que os alelos S1, S3D
parecem ser protetores para a sua formacdo em pacientes com AR de inicio recente. (10)

Thomas Barnetche et al, (44) investigaram a relagdo da nova classificacdo de alelos
HLA-DRB1 com suscetibilidade para a AR, em pacientes caucasoides e ndo caucasoides de
10 diferentes regides. Este estudo mostrou que, na populacdo caucasoOide existe associacao
significativa entre alelos S2 e S3P e a suscetibilidade da doenca com OR 2,61; IC 95% 1,87-
3,6 e OR 1,86; IC 95% 1,39-2,49. Enquanto que, associacdo negativa foi observada para 0s
alelos S1 e X com OR 0,59; IC 95% 0,45-0,79 e OR 0,74; IC 95% 0,56-0,96 respectivamente.

Na populacdo ndo caucasoéide, os alelos S3P (OR 2,93; IC 95% 2,21-4,04) foram
associados significativamente a suscetibilidade da AR, e os alelos S1 e alelos X mostraram
ter efeito protetor com OR 0,52; IC 95% 0,37-0,71 e OR 0,61; IC 95% 0,45-0,83
respectivamente. (44)

Ap6s uma avaliacdo dos alelos HLA-DRB1 por trés sistemas diferentes de
classificacdo, em um estudo que incluiu 1,325 pacientes com AR e 462 controles sadios
caucasoides do Reino Unido, Morgan et al, confirmaram a associacé@o entre a suscetibilidade
da AR e os alelos S2 e S3P e assim, como proposta por Du Montcel, observaram também um
hierarquia de risco significativo dentro do grupo de alelos S3P. Por outro lado, ndo foi achada
associacdo significativa entre alelos HLA-DRB1*1001 e AR. Os autores também ndo apdiam
a hipétese de que o0 aminoéacido isoleucina presente na posicdo 67 confira protecdo contra AR,
porém, acreditam que a presenca do aminoécido acido aspartico na posicdo 70, possa conferir

algum grau de protecédo para a doenca. (26)

1.2.1.2 Outros genes implicados na suscetibilidade da AR

Como descrito anteriormente, além dos alelos HLA-DRB1, estudos com técnicas

modernas como 0s estudos de genoma completo (GWAS) e marcadores genéticos de

polimorfismo de nucleotideo simples (SNP), tém mostrado que o gene da PTPN22 é o
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segundo gene associado a suscetibilidade da AR. (23) Também foi identificado um grande
namero de genes associados que requerem confirmacao e reproducdo por outros estudos, entre
eles o do codificador do receptor do fator de necrose tumoral associado ao fator 1 e
codificador do complemento 5 (TRAF1-C5) localizado no cromossoma 9, que teria maior
risco para AR ACPA+ (45). Entre outros genes importantes associados a AR estdo: CTLA 4,
STAT 4, PAD14, CD28, CD40, TRAF®6, IL-2, TNFAIP3, REL, KIF5A. (46)

Recentemente, Elizabeth Karlson et al, realizaram um estudo prospectivo avaliando 22
alelos de risco para AR soropositivo (8 alelos HLA e 14 alelos ndo HLA), com a finalidade de
identificar o risco destes alelos para individuos assintomaticos e sugerir medidas preventivas.
Os autores observaram que, devido a baixa incidéncia, a utilidade clinica do risco genético é

baixa na populacdo em geral. (47)

1.2.2 Fatores ambientais

O tabagismo foi mostrado ser um fator de risco ambiental para AR nos pacientes com
fator FR e ACPA positivos, quando comparado ao subgrupo de pacientes com AR com FR e
ACPA negativos, nos quais o tabagismo tem efeito menor ou nenhum. (23) Além do risco,
considerado importante, estaria também relacionado com gravidade da doenca e com a
presenca de manifestacdes extra-articulares, principalmente quando associado a presenca de
FR. (48) Correlagdo maior entre o tabagismo, alelos HLA e ACPA ou FR positivos foi
observada em pacientes europeos e norte americanos com AR. (23) Em 2007 Lee et al,
mostraram também que existe associacdo entre o tabagismo e a presenca do EC com a
formacdo de ACPA nos pacientes com AR. (49) Um outro estudo do mesmo ano, mostrou
que os alelos HLA-DRB1 EC *04:01, *04:04 *04:05 e *04:08 e o tabagismo conferem um
risco maior de desenvolver ACPA (OR 6,2; IC 95% 3,7-10,5 e OR 7,1; IC 95% 4,0-12,5
respectivamente). (50)

Acredita-se que quando o pulmé&o entra em contato com o tabaco (ou outras sustancias
tais como poeira de silica, carvdo e também infec¢des), algumas células sdo ativadas para
entrarem em apoptose, necrose ou ambas. Este processo leva a um aumento de sintese e
atividade das enzimas Peptidil Arginina Deaminase (PADs) que causam a citrulinizagédo

(mudanga da arginina para citrulina) em certas proteinas do pulmao. Estas proteinas se ligam
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a moléculas de HLA-DR que contém o EC, processo este que determina a forca da resposta
imune para peptideos citrulinados. (23)

1.3 Fisiopatogénese da artrite reumatdide

Na patogénese da AR acontecem dois tipos de fendmenos: um que leva a inflamacéo
articular, provavelmente médiado pelos linfocitos T, e outro que leva a destruicdo articular, no
qual vasos de neoformacdo, células sinoviais, células tipo fibroblastos e macréfagos,
constituem o tecido de granulacdo que destruiria a cartilagem e 0 0Ss0s.

Na etapa inicial da doenca, a inflamacdo pode ser iniciada por um antigeno
“artritogénico”, ainda desconhecido que pode ser enddgeno, exdgeno ou a combinagdo de
ambos. Bactérias e virus tém sido implicados, entre eles o virus Epstein-Barr, micoplasma,
parvovirus, mycobacterium e outros. O MCH de classe Il promove a apresentacdo de
peptideos antigénicos para as células T CD4+. A resposta do organismo a esses antigenos
promoveria uma resposta auto-imune médiada por linfocitos T. Os linfdcitos T continuariam a
responder aos antigenos proprios, perpetuando o processo inflamatério, mesmo sem a
persisténcia da exposicdo ao antigeno. Os linfécitos T CD4+ estimulam os mondcitos,
macrofagos e fibroblastos sinoviais a produzirem citocinas como interleucinas-1(I1L-1),
interleucina -6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF), além de metaloproteinases. As
citocinas ativam outras citocinas pro-inflamatérias na AR, que sdo sustancias que levariam ao
estimulo dos fibroblastos da sindvia, a sintese da colagenase que estimula a reabsorcao dssea,
e manteriam o processo de reconhecimento artigénico ja iniciado. (51)

Além dos linfocitos T, estudos demonstram a importancia dos linfocitos B na AR.
Esses linfdocitos estdo presentes nos infiltrados inflamatdrios sinoviais e nos centros
germinais. Os linfocitos T CD4+ estimulam células B a produzir imunoglobulinas, incluindo
0 FR que corresponde a auto-anticorpos que tém a porcdo Fc da IgG como antigeno. O FR
promove a ativacdo do complemento por meio da formacdo de imunocomplexos com fixagdo
de complemento estimulando a inflamacéo e levando a sinovite cronica. A fase cronica é
caracterizada por uma membrana hiperplasica, com formacéo de um tecido de granulacéo que
recobre a cartilagem e o0 0sso subcondral (pannus). O pannus é um tecido invasivo composto
por células que produzem grandes quantidades de enzimas destrutivas que progressivamente

substitui cartilagem hialina, levando a anquilose fibrosa ou dssea. (51)
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1.4 Manifestagdes clinicas da artrite reumatoéide

A AR em 60 a 70 % dos casos, costuma se instalar de forma insidiosa e progressiva,
podendo levar de semanas a meses até a doenca se estabelecer completamente. Em
aproximadamente 15 a 30 % dos pacientes o inicio da doenca se faz de forma aguda. Em
alguns pacientes podem se iniciar com manifestacfes sistémicas que consistem em astenia,
fadiga, mal-estar, febre baixa, ou dores musculoesqueléticas vagas. Com a evolucdo do
quadro, a doenga geralmente assume a sua forma classica, caracterizada especialmente por
artrite simétrica nas pequenas articulages como as metacarpofalangianas, interfalangianas
proximais, metatarsofalangianas, punhos, assim como nas articulacdes temporomandibulares.
Outras articulacdes maiores costumam também ser afetadas como os joelhos, cotovelos,
tornozelos, coluna cervical e articulagdes coxofemorais. Porém, é importante ressaltar que o
acometimento articular da doenca pode variar desde monoarticular, oligoarticular até
poliarticular, sendo como ja descrito o mais caracteristico a forma poliarticular. Tipicamente
0s pacientes com AR apresentam, na articulacdo afetada dor pela manha, tumefacdo, rubor e
rigidez matinal prolongada, superior a 60 minutos.

E importante também reconhecer que a AR é uma doenca sistémica e que, portanto,
além dos sintomas constitucionais e articulares, pode apresentar um envolvimento extra-
articular, que por vezes precede os sintomas articulares. As manifestaces extra-articulares
mais frequentes sdo os nddulos reumatdides, que sdo formacdes nodulares subcutaneas,
localizadas em &reas de pressdo, como 0s cotovelos, dedos ou outras articulages. Outros
envolvimentos sistémicos que podem surgir sdo a fibrose pulmonar, derrame pleural,
pericardite, vasculite, miosite, alteracdo neuroldgica, principalmente sintomas compressivos,
anemia hipocrébmica e microcitica, além, de ceratoconjuntivite seca que afeta
aproximadamente 10 % dos pacientes, principalmente quando acompanhada da sindrome de
Sjogren secundaria. (16)

A evolucdo da doenga é varidvel, alguns pacientes podem evoluir espontaneamente para
a cura (autolimitada) ou apresentar leves deformidades, e em outros casos pode ser
progressiva e grave com surgimento de deformidades articulares irreversiveis dos dedos
(desvio ulnar), dedos em pescoco de cisne, dedo em martelo, subluxactes, luxacdes e

anquilose) complicages viscerais e obito. (16, 51)
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1.5 Diagnostico e critério de classificagdo da artrite reumatoide

Em virtude da inexisténcia de um método diagnostico especifico, foram estabelecidos
critérios de classificagdo para a uniformizacéo do diagnostico da AR pelo American College
of Rheumatology (ACR) em 1987. Esses critérios foram utilizados como padréo para pesquisa,
ensino e diagnostico de AR por aproximadamente 30 anos. Essa composi¢cao demonstrou uma
sensibilidade de 91,2% e uma especificidade de 89,3% para AR, quando comparada a outras
doencas reumaéticas e individuos normais. (52) O diagndstico da doenca depende da
associagdo de uma série de sintomas e sinais clinicos, achados laboratoriais e radioldgicos.
(14)

Critérios de classificacdo estabelecido pelo ACR -1987¢?
Rigidez matinal nas articulagdes com dura¢do minima de uma hora;
Artrite de trés ou mais articulagdes simultaneamente;

Acrtrite de maos e punhos;

Artrite simétrica nas areas acometidas;
Nodulos reumatdides;

Fator reumatdide positivo;

N o a &~ wDbh e

Alteracdes radioldgicas caracteristicas.

Os critérios de 1 a 4 devem estar presentes por pelo menos seis semanas, e quatro
caracteristicas devem estar presentes para se considerar o paciente portador de AR. Porém, é
importante ressaltar que antes de se concluir por um diagnéstico de AR, devem-se excluir

outras doencas que podem simular a enfermidade.

1.6 Carateristicas laboratoriais na artrite reumatoide

Os achados laboratoriais de uma doenca como a AR, cuja etiologia é desconhecida e
cujos mecanismos etiopatogénicos ainda sdo discutidos, carecem de especificidade, mas ha
habitualmente uma constelacdo de achados que em conjunto com a historia clinica, exame

fisico e achados radiograficos permitem ao clinico experimentado formular o diagndstico.
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Assim, pode ocorrer no hemograma, anemia normocitica e hipocrémica ou
normocrémica, trombocitose, leucocitose, porém com contagem diferencial normal,
encontrada nas formas mais ativas da doenca. (51) As medidas de laboratério mais citadas
para avaliar atividade da doenca s@o a velocidade de hemossedimentacdo (VHS) e a proteina
C reativa (PCR). A VHS reflete a atividade de algumas semanas (elevagéo e declinio lentos) e
é influenciada por diversos fatores, como a idade, sexo e anemia, enquanto a PCR reflete
mudangas de curto prazo e ndo sofre a mesma influéncia dos fatores citados, sendo mais
sensivel para mudancas na atividade da doenca. (53)

Niveis elevados de PCR no inicio correspondem a um pior prognostico e a doenca
erosiva progressiva. H4 uma boa correlagdo da PCR com terapéutica e progressdo radioldgica,
sendo melhor que o VHS. Entretanto, pode haver grande discordancia entre resultados de
VHS e PCR em até 28% dos pacientes, sendo os de pior estado clinico aqueles com PCR alta
e VHS alta. Em seguida situam-se aqueles com PCR alta e VHS baixa, PCR baixa e VHS alta,
PCR baixa/ VHS baixa, nesta ordem, quando considera avaliacdo de articulagfes acometidas,
forca, Health Assessment Questionnaire (HAQ) dor e gravidade global. (53)

Existe uma série de autoanticorpos que foram avaliados na AR, dentre eles 0os mais
importantes sdo: o FR e ACPA, que foram descritos independentemente. Contudo, €
importante ressaltar que nenhuma destas alteragdes laboratoriais tem valor diagndstico
isoladamente. No entanto, poliartrite, com VHS e /ou PCR aumentados com FR e ACPA
positivos sdo uma situacdo que sugere com elevada probabilidade o diagnéstico de AR. A
presenca seja do FR ou ACPA aumenta a sensibilidade para a doenca em 81,4%, e a presenca

de ambos demonstrou uma especificidade de 91,4 %. (54)

1.6.1 Fator reumatdide e o seu papel na artrite reumatdide

O FR, descrito ha mais de 75 anos é um anticorpo dirigido contra a fracdo constante da
IgG e encontra-se em todas as subclasses de imunoglobulinas (IgG, IgM, IgA). A sua
especificidade é limitada ja& que pode ser encontrado em pacientes com outras doencas
autoimunes, em 3 a 5 % de individuos sadios, e a sua frequéncia na populacdo geral pode
aumentar com a idade, sendo que 10 a 30% das pessoas maiores de 65 anos apresentam FR+.
Embora ndo especifico da AR esta presente em 75 % dos pacientes com AR e é o marcador

imunologico mais utilizado para o diagnostico. De fato a sua presenca € considerada como
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critério de classificagdo da AR. (52) Goldbach-Manssky et al, descreveram uma
especificidade de 87% e sensibilidade de 66 % para AR. (55)

A deteccdo do FR pode ser realizada pelos métodos de latex, ELISA e nefelometria.
Saraux et al, demonstraram no estudo realizado em 270 pacientes com artrite reumatdide de
inicio recente, que a determinacdo do FR pelos métodos de ELISA ou latex sdo Uteis para
apoiar o diagnostico de AR. (56)

Em 2007, Lee et al, evidenciaram que o FR e ACPA estdo fortemente influenciados
pelo EC, tanto naqueles com um ou dois alelos EC, porém, com maior associa¢do naqueles
pacientes com dois alelos, sugerindo, o efeito dos genes na formacdo dos anticorpos. Porém,
ndo afetam no valor do titulo do FR. Demonstraram tambeém que o FR ¢é significativamente
maior nos pacientes tabagistas. (49) Recentemente, Balsa et al, confirmam que o FR e ACPA,
estdo fortemente associados com AR com OR 14,9; IC 95% 9,18-24,45 e OR 27,5; IC 95%
14,08 e 53,34 respectivamente. Observaram também que existe associacdo dose dependente
dos alelos EC com os titulos do FR e ACPA. Porém, nenhum efeito do FR e alelos
HLADRB1*DR3 e alelos DERAA foi observado, assim como ndo foi observado o efeito do
titulo do FR com os alelos DR3 e DERAA. (36)

A presenca do FR, assim, como titulos elevados, foi relacionada a pacientes com

doenca agressiva. (57)

1.6.2 ACPA e a sua relacdo com artrite reumatoide

Nos ultimos anos, surgiu o interesse por uma série de autoanticorpos especificos para
AR. Dentre eles 0 ACPA, que tem especificidade de 98 % e sensibilidade de 80% para AR,
estes anticorpos pertencem a familia de autoanticorpos contra o fator perinuclear. (58) O
ACPA se liga a determinantes antigénicos que contém um aminoacido inusitado, a citrulina,
que € resultado de modificacBes pds-traducionais de proteinas contendo arginina catalisada
pelas enzimas PADs processo que é denominado de citrulinizacdo. (59) Por isso este grupo de
autoanticorpos é conhecido como ACPA.

Nielen,et al em 2004, destacou que a presenca destes anticorpos em individuos
assintomaticos (doadores de sangue) que posteriormente desenvolveram AR; com um alto
valor preditivo positivo (96,6%). 1sso mostrou que o processo de citrulinizagdo de proteinas,

assim como a producdo de anticorpos, acontece precocemente ao desenvolvimento da doenca.
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Os mesmos autores, observaram também que niveis elevados de ACPA e FR IgM estariam
implicados com este risco. (60) O ACPA mostrou ainda ser um forte preditor de progresséo
na AR cléssica, assim como, nas artrites indiferenciadas. (61) Por outro lado, varios estudos
demonstram que estes anticorpos estariam também associados a gravidade da doenca, sendo
assim, por exemplo, Kroot et al, evidenciaram que pacientes com AR e ACPA tinham
alteracdo radioldgica mais grave comparada aos pacientes sem o anticorpo. (62) Um outro
estudo publicado em 2006 informou que a presenca do ACPA e do FR esta
independentemente associadas a gravidade da doenca, e que os alelos EC teriam um papel
secundario. Encontraram também que pacientes com ACPA + e FR+ apresentam eeescores de
Larsen significativamente maiores quando comparado com pacientes com s6 um destes
anticorpos positivos. (63) Mais recentemente, Churl Im et al, evidenciaram que a presenca do
ACPA esta fortemente associada com a susceptibilidade para AR e a presenca de erosdo
Ossea, porém, estes autores referem que a associagdo foi independente da presenca do EC ou
FR. (64)

Outros autores mostraram que existe associacdo do ACPA com a presenca de certos
alelos HLA. Sendo assim, Hill et al, em 2003, encontraram associacao entre a presenca destes
anticorpos e alelos HLA-DRB1*04:01 em AR, e mais tarde foi reportado a associagdo com 0s
alelos HLA-DRB1*04:01*04:04, os mesmos que teriam um valor prognéstico para o
desenvolvimento da AR. (65)

Kaltenhauser et al, em 2007 concluiram que em pacientes com AR apresentando
simultaneamente ACPA e EC (alelos HLA-DRB1*04) existe associacdo com o0 aumento do
escore radiolégico de Larsen, enquanto que, pacientes com ACPA - e EC- apresentaram
baixos valores. (66)

Por outro lado, um dos fatores que foi relacionado com o aumento do risco para o
desenvolvimento da AR é o0 uso de tabaco. Klareskog et al, observaram correlacdo entre a
presenca dos alelos HLA-DRB1*04:01 e o ACPA em pacientes com AR tabagistas. O risco
relativo de desenvolver AR e a presenca deste anticorpo € 21 vezes maior para 0S pacientes
que fumam com o alelo HLA-DRB1*04:01 comparado aos ndo fumadores e sem o alelo. (67)

Porém, um outro artigo refere que a associagdo entre a citrulinizagdo de proteinas no
pulméo de tabagistas e o inicio da resposta imune contra estas proteinas em AR, poderia ndo
ser exclusivo dos fumantes. (68) Foi reportado também que, a exposicdo a outras sustancias
contaminantes, pode causar dano ao tecido pulmonar, provocando liberacdo de PADs, e
consequentemente aumento da citrulinizacdo de proteinas, que em individuos geneticamente

predispostos incrementaria o risco de desenvolver autoimunidade. (69)
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1.7 Avaliacéo radiologica

A radiografia convencional é uma valiosa ferramenta na abordagem e seguimento da
AR. Tém diferentes utilidades, entre elas: aproximacdo diagndstica, avaliacdo da alteracdo
estrutural, medicdo da gravidade e progressdo, assim como medir de forma objetiva o
acometimento articular e avaliar a efetividade da terapia estabelecida. Sugere-se estudar
radiografias das méos e pés no inicio da doenca com seguimento anual. Se a doenca persistir
ativa, sugere-se avaliar a alteragdo estrutural a cada 6 meses. (70)

A radiografia simples, apesar de ser o exame de referéncia para a avaliagdo do dano
articular (erosdes 6sseas, reducao de o espaco articular, osteopenia periarticular, subluxacdes,
luxacdes, cistos subcondrais ou anquilose) e da sua progressdo, pode ndo fornecer
informacdes diagnosticas suficientes em um estagio inicial, ja que € necessario ocorrer perda
substancial do osso para ser radiograficamente detectavel. (71)

Alteraces radioldgicas como a presenca de erosdo ou osteopenia periarticular séo um
dos critérios de classificacdo do ACR para AR. (52) De todas as alteracdes radiograficas, as
erosdes e a perda do espaco articular s&o as que melhor refletem o processo fisiopatolégico do
dano articular na AR, motivo pelo qual foram utilizadas na maioria dos estudos e
quantificadas em eeescores de sistemas de pontuacdo validados para classificar o grau de
alteracdo estrutural que gerado pela doenca na articulacdo. O método de classificacdo mais
comum para avaliar o dano articular e progresséo radioldgica é o eescore de Sharp modificado
de Van Der Heijde, que avalia 16 &reas na mao para erosdo e 15 areas para reducdo dos
espacos articulares. A pontuacdo maxima para erosdo na méo € de 160 e para reducdo do
espaco articular 120. Nos pés a pontuacdo para erosdo € de 120 e 48 para reducao do espaco
articular. (72) Tabela 2.



33

Tabela 2 - Pontuacdo de erosdes e diminuicdo dos espacos articulares segundo o
método de Sharp — Van Der Heijde (72)

Pontos  Reducéo de o espaco articular Erosdo dssea

0 Sem Reducdo -

1 Redugdo focal ou duvidosa Discreta

2 Generalizada (Respeita>50% do espaco original) Maior

Generalizada (Respeita<50% do espac¢o original) ou Subluxacéo

3 Estende-se mais da metade imaginaria 6ssea
4 Anquilose ou subluxagdo completa ErosBes em 4 quadrantes
5 - 5 ou mais erosdes

1.8 Fatores de mau prognostico

Os pacientes portadores de AR com caracteristicas de um progndstico desfavoravel
possuem doenca ativa com contagens de articulacbes sensiveis e edemaciadas,
frequentemente com evidéncias de erosdes radiograficas, niveis elevados de FR e ou ACPA,
uma taxa elevada de VHS e ou PCR. Ildade avancada, sexo feminino, genoétipo (epitopo
compartilhado HLA-DRB1 e alelos S2 E S3P), funcionamento fisico piorado com base em
pontuacdo obtida pelo HAQ e tabagismo sdo também importantes indicadores para um pior
resultado em AR, progressdo radiografica, incapacidade precoce e morbidade (como risco

aumentado da necessidade de substituicdo de articulacdo). (73)
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2 JUSTIFICATIVA

Embora a causa da AR ainda seja desconhecida, sua etiologia € multifatorial e o

componente genético, principalmente o HLA, influencia o desenvolvimento da doenca em
50% dos casos.
Diversos estudos imunogenéticos, realizados em populacbes de etnias distintas, mostraram
diferencas dos alelos HLA-DRB1 implicados na susceptibilidade da AR. No Brasil, além de
haver poucos estudos sobre HLA e AR, os existentes tém amostras pequenas e a maioria
realizada em pacientes caucaséides. Sendo a populacdo brasileira caracteristicamente
miscigenada, estes estudos podem nao ser representativos da popula¢do como um todo.

O atual estudo pretende contribuir com a identificacdo e compreensdo da associacao

do polimorfismo do HLA-DRB1 nos pacientes brasileiros com AR.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Determinar a frequéncia de diferentes alelos HLA-DRB1 nos pacientes com AR do
Hospital Universitario Pedro Ernesto da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) e
do Hospital S&o Paulo da Universidade Federal de S&o Paulo.(UNIFESP)

3. 2 Objetivo secundario

Estudar as associacdes entre os diferentes alelos do HLA-DRB1 com os auto-
anticorpos, fator reumatoide e ACPA, e o eescore radiografico de Sharp modificado de Van
Der Heijde.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo caso-controle que avalia a frequéncia dos alelos de HLA-DRB1
em pacientes brasileiros com AR e numa populagdo controle sem AR, pareada para sexo e

etnia.

4.1.1 Populacdo de estudo

4.1.1.1 Pacientes com artrite reumatoéide

Os pacientes com AR, cujo diagnostico foi estabelecido de acordo com os critérios do
ACR revisados em 1987, (52) foram selecionadas dentre 600 pacientes acompanhados
regularmente nos ambulatérios de artrite reumatdide da Disciplina de Reumatologia da
Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM), do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE), da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), e dentre aproximadamente 650 pacientes do
Hospital Sdo Paulo, da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), de outubro 2007 a
agosto de 2009.

As inclusbes foram sequenciais, de acordo com a data de consulta regular nesses
ambulatorios, até que o numero suficiente de casos fosse atingido de acordo com calculo
estatistico indicativo prévio.

Apbs serem informados sobre a natureza do estudo e terem assinado o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A) os pacientes incluidos foram
submetidos a entrevista da pesquisa com questionario semiestruturado para registrar
informagdes gerais, dados demograficos, avaliacdo clinica da doenga e tempo da doenca
(Apéndice B). No mesmo dia, foram revisados também os prontuarios para verificar o

diagnostico, realizado exame fisico dos pacientes, coletado sangue venoso periférico para
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tipificacdo do HLA-DRB1, determinacdo de ACPA e FR e solicitadas radiografias de méos e
pés para determinacdo do eescore de Sharp modificado de Van Der Heijde. Quando
necessario foi feito contato telefonico para confirmacdo de dados referentes aos questionarios
empregados.

Foram excluidos os pacientes com outras doengas autoimunes associadas a AR, com
excecdo da sindrome de Sjogren secundaria, pacientes com diagnéstico de provavel AR,
pacientes que ndo sabiam a ascendéncia dos pais ou avos bioldgicos, assim como, 0s que nao
concordaram em participar do estudo ou ndo assinaram o TCLE previamente aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUPE.

4.1.1.2 Grupo controle

No grupo controle, foram incluidos individuos doadores voluntéarios de medula 6ssea,
de campanhas de doacdo realizadas em diferentes bairros do Rio de Janeiro, de maio de 2008
a novembro de 2009. Eram de ambos os géneros e ndo apresentavam queixa atual ou passada
de artrite. Também ndo foram incluidas pessoas com histéria familiar de AR ou outras
doengas autoimunes em parentes de primeiro grau. Foram selecionados os maiores de 30
anos, para minimizar o viés de analise quanto ao possivel diagnodstico futuro dessa doenca
neste grupo.

Apo6s serem informados sobre a natureza do estudo e terem assinado o TCLE
(Apéndice C). todos os selecionados para o grupo controle foram entrevistados com
questionario também  semi-estruturado, que incluiu aspectos socio-demograficos,
caracterizacdo da etnia, histéria familiar e queixas articulares (Apéndice D). No mesmo dia,
foram submetidos a coleta de sangue venoso periférico para tipificacdo do HLA-DRB1 que foi
encaminhado para o laboratorio de HLA e criopreservacdo da UERJ.

Os critérios de exclusdo no grupo controle foram: idade menor que 30 anos, pessoas
com doengas autoimunes ou com historia familiar de AR ou outras doengas autoimunes em
parentes de primeiro grau, assim como, pessoas que tinham ou tenham tido artralgias ou artrite,
e doadores que ndo conheciam dados de ascendéncia de avOs ou pais e pessoas gque nao
concordaram em participar do estudo.

Em ambos os grupos foram excluidos os individuos que ndo possuiam quantidade de

DNA ou soro suficientes para uma adequada analise do HLA ou dosagem dos autoanticorpos.
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Também ndo foram incluidas pessoas cuja tipificacdo mostrou resultado ambiguo, assim
como, descendentes de asiaticos com a finalidade de evitar viés de selecéo.

A atribuicdo da origem étnica em ambos os grupos foi realizada pelo mesmo
investigador apds solicitar aos pacientes e doadores voluntéarios dados sobre sua ascendéncia.
Foi considerado de etnia negra ou caucasotide aquele individuo com os quatro avés com
ascendéncia negra ou caucasoide, respectivamente, e mestico quando, pelo menos, um dos
avos era de etnia diferente. (74) Em caso de desconhecimento de dados dos avos foram

considerado dados dos bisavos e pais.

4.2 Procedimentos

4.2.1 Deteccdo do DNA e do polimorfismo de HLA-DRB1

Cinco mililitros (mL) de sangue periférico foram coletados de cada paciente em tubo
com EDTA e armazenados numa temperatura de —20° C. Os procedimentos foram realizados
no laboratério de HLA da UERJ.

4.2.1.1 Extracdo do DNA

Para obtencdo de DNA gendmico foi usado o “GFX' Genomic Blood DNA
purification kit”— AmershamPharmacia biotech - seguindo as instru¢des do fabricante.

Em um tubo de 1,5mL, adicionar 500ul de sangue total e em seguida 900ul de solugéo de
lise. Incubar por 5 min em temperatura ambiente. Centrifugar em velocidade maxima (de
12.000 a 16000rpm) por 30 segundos em centrifuga para microtubos, refrigerada a 4°C (todas
as centrifugacdes foram realizadas nesta temperatura). Aspirar o sobrenadante com cuidado.
Ressuspender o sedimento por vortex vigoroso no sobrenadante residual (aproximadamente
20-50ul).
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1. Adicionar a esta suspensao 500ul da solucédo de extracdo e misturar imédiatamente por
vortex.

Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente.

Transferir a mistura para a coluna GFX previamente encaixada em 1 tubo coletor.
Centrifugar a 4°C, a 8.000rpm por 1 minuto.

Descartar o material que passou pela coluna.

o a0 A~ WD

Adicionar 500ul da solucdo de extragdo a coluna e centrifugar a 8.000rpm por 1

minuto.

7. Descartar o material que passou pela coluna.

8. Adicionar 500ul da solucéo de lavagem a coluna e centrifugar em velocidade maxima
(13.000rpm) por 3 minutos.

9. Descartar o tubo coletor e transferir a coluna para um novo tubo de 1,5mL.

10. Adicionar 200ul de agua bidestilada e autoclavada pré-aquecida a 70°C. Aplicar
diretamente no centro da coluna (sem tocar na membrana).

11. Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto.

12. Centrifugar a 8.000rpm por 1 minuto. Quantificar o DNA obtido pela leitura em

espectrofotdbmetro a 260nm.

4.2.1.2 Tipificacdo dos grupos de alelos HLA-DRB1

A tipificacdo HLA foi realizada pela reacdo em cadeia de polimerase (PCR) usando
primers especificos e hibridizacdo com oligonucleotideos de sequéncia especifica (SSOP)
(One Lambda Inc, Canoga Park, CA, USA)

1. PCR-SSO (Sequence Specific Oligonucleotide)

O principio LABTypes SSO aplica a tecnologia Luminex® ao método de tipificagdo
do HLA. Inicialmente, o DNA ¢é amplificado utilizando primers grupo-especificos. O produto
de PCR e biotinilado, o que permite que ele seja posteriormente detectado utilizando
estreptavidina conjugada com R-ficoeritrina (SAPE).

Em seguida, o produto de PCR ¢ desnaturado e, entdo, hibridizado a pequenas sondas

(sequéncias complementares), que por sua vez estdo conjugadas a microesferas fluorescentes.
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Cada sonda especifica estd conjugada a uma esfera com enderego cromético proprio. Um
analisador de fluxo, LABScan™ 100, identifica o endereco cromético e a intensidade da
fluorescéncia da PE (ficoeritrina) em cada microesfera.

Amplificacao

Para cada reacdo foram utilizados 6,9l de solugcdo D-mix, 2,0ul de primers a 10mM
e 0,1yl de Tag DNA polimerase 5U/ul (Invitrogen). As amplificacbes foram realizadas
utilizando aparelho termociclador GeneAmp 9700 (Applied Biosystems) e o programa
descrito a sequir:

N° de ciclos Passos Temperatura Tempo (seg)

1 1 96°C 180

5 3 96 °C 20
60 °C 20
72°C 20

30 3 96 °C 10
60 °C 15
72°C 20

1 1 72°C 10min

Parte do produto amplificado (1,5ul) foi submetido a eletroforese em gel de agarose.

Eletroforese e visualizacao do gel

Para realizar a eletroforese dos produtos amplificados foi utilizado gel de agarose a
2% preparado em tampdo TBE (5,49 Tris-base; 2,759 de acido borico; 2mL de solucdo de
EDTA 0,5M; agua destilada até completar 1 litro) com 0,75ug/mL de brometo de etidio
(Invitrogen). Utilizou-se a cuba Micro SSP Gel System (One Lambda, Canoga Park, CA,
USA) para submeter o gel a eletroforese durante 6 minutos a aproximadamente 150 V.

As bandas de material amplificado foram visualizadas sob luz ultravioleta e
fotografadas através do sistema de documentagdo de imagem de gel de eletroforese (Kodak
Digital Science - Eletrophoresis Documentation and Analysis System 120; Eastman Kodak
Company, NY, USA).

Desnaturacao e neutralizagao
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Apo6s a confirmagdo da presenca de produto de amplificacdo (banda), foram
transferidos 2,5ul do material amplificado para uma placa de PCR e adicionados 1,25ul de
tampé&o de desnaturacdo. Apds incubacdo por 10 minutos, foram adicionados 2,5l de tampéo

de neutralizacdo.

Hibridizagdo

Ao produto desnaturado e neutralizado, foram adicionados 19ul de solugdo de
hibridizacdo (17ul de tampé&o de hibridizacéo e 2ul de microesferas), seguindo-se incubacao a
60°C por 15 minutos. A seguir foram adicionados 50ul de tampéo de lavagem, seguido de

centrifugagdo a 1000 — 1300g (~2500rpm) a 4°C por 5 minutos. A placa foi invertida para a
eliminacdo do sobrenadante e esta etapa de lavagem foi repetida por mais duas vezes.

Marcacao

Apbs as lavagens, foram adicionados 25ul da mistura SAPE (0,25ul de SAPE +
24,75l de tampédo SAPE) e a placa foi incubada a 60°C por 5 minutos. Foi realizada mais
uma etapa de lavagem como descrito acima e o tampdao foi removido invertendo a placa. O
sedimento de microesferas foi ressuspenso em 65ul de tampdo de lavagem e o contedo
transferido para uma placa de leitura, modelo ELISA.

Leitura

A placa de ELISA com o material hibridizado foi levada a uma plataforma XY,
acoplada ao aparelho LABScan 100 luminex, que detectou as fluorescéncias emitidas pelas
microesferas.

A interpretacdo dos resultados obtidos no luminex foi realizada por um software (HLA
Visual 2.1 — One Lambda, Inc), que analisa as microesferas com hibridacdo positiva na
amostra, compara com uma planilha de padrbes fornecida pelo fabricante e estabelece a
tipificacdo HLA

2. PCR-SSP (sequence specific primers)

Os kits SSP sdo constituidos por tubos de solugdo D-mix e placas para PCR contendo
primers (sequéncias de oligonucleotideos) especificos liofilizados.

No tubo correspondente ao controle negativo utilizou-se 1ul de agua bi-destilada no
lugar de DNA. Ao tubo D-mix foi adicionado 1,5ul de Tag DNA Polymerase 5U/ul
(Invitrogen) e 28ul de DNA para tipificacdode HLA-DRB1. Apds homogeneizagdo, 10ul

foram distribuidos em cada tubo de reacéo.
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As amplificagdes foram realizadas utilizando aparelho termociclador GeneAmp 9700
(Applied Biosystems) e o programa descrito a seguir:

N°deciclos Passos  Temperatura Tempo (seg)

1 1 96°C 130
2 63°C 60

9 1 96°C 10
2 63°C 60

20 1 96°C 10
2 59°C 50

3 72°C 30

Ao final do programa as amostras foram conservadas a 4°C até o0 momento da realizacdo da

eletroforese.

4.2.1.3 Interpretacdo dos resultados

Uma banda controle interna deve ser visivel em todas as raias (exceto no controle
negativo) como controle de amplificacdo bem sucedida. O primer do controle interno
amplifica uma regido do gene de B-globina e apresenta massa molecular de 750pb.

As bandas do grupo de alelos DRB1* sdo identificadas como bandas de massa
molecular menor se comparadas com a banda do controle interno, e variam de 75 a 325pb. A
presenca dessas bandas indica resultado positivo do teste.

Comparando-se as raias que derem resultado positivo com a planilha de padrdes de
tipificacdo fornecida pelo fabricante, chega-se ao resultado da tipificacdo do HLA.
Posteriormente, a sequéncia de aminoacidos nas posi¢fes 70 -74 de cada alelo foram
pesquisadas no banco de dados localizados nos seguintes sitios:

o www.http//bioinformatics.nmdp.org/HLA/Allele_CodesDNA _type_lookup/dn
atyp.pl?locus=DRB1&dna=DRB1*04AFMT

e www.http//ebi.ac.uk/imgt/hla



http://www.http/bioinformatics.nmdp.org/HLA/Allele_CodesDNA_type_lookup/dnatyp.pl?locus=DRB1&dna=DRB1*04AFMT
http://www.http/bioinformatics.nmdp.org/HLA/Allele_CodesDNA_type_lookup/dnatyp.pl?locus=DRB1&dna=DRB1*04AFMT
http://www.httpebi.ac.uk/imgt/hla
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Definicéo dos alelos HLA-DRB1 de risco para AR

Todo individuo que apresentou tipificacdo para os seguintes alelos HLA-DRB1*01:01,
*01:02, *04:01, *04:04, *04:05, *04:08, *04:10, *10:01 e *14:02 foi considerado portador do
epitopo compartilhado portadores dos aminoacidos (QKRAA/QRRAA/RRRAA) na posicdo
70 a 74 (EC+), podendo ser em uma dose (EC +/-) ou dupla dose (EC +/+). AssociagOes de

risco para AR entre alelos HLA-DRB1 foram realizadas a partir de combinagdes genotipicas
estabelecidas na auséncia de EC (-/-), na presenca de uma dose do EC (+/-) ou de dose dupla
do EC (+/+). A associacdo do HLA-DRB1 com as caracteristicas soroldgicas nos pacientes

com AR também foi realizada.

Definicdo dos alelos HLA-DRB1 de protecdo para AR

Todo individuo que apresentou tipificacdo para os alelos HLA-DRB1*01:03, *04:02,
*11:02, *11:03, *13:01, *13:02 e *13:04 foi definido como portador da seqiiéncia DERAA
(protetora), podendo ser em uma dose ou em dose dupla.

Os individuos cuja tipificacdo compreendia alelos ndo pertencentes a sequéncia do
epitopo compartilhado ou a sequéncia DERAA, foram definidos com X, podendo estar em
uma dose ou em dupla dose.

Assim, formaram-se seis grupos de individuos para analise, de acordo a presenca dos
alelos DRB1:

Grupo A: dupla dose (homozigotos) para EC (EC/EC);

Grupo B: unica dose (heterozigoto) alelo EC (EC/X);

Grupo C: presenca de Unica dose de EC e Unica dose do DERAA (EC/DERAA);

Grupo D: auséncia de EC e DERAA (X/X);

Grupo E: presenca Unica dose do DREAA (DERAA/X);

Grupo F: presenca de dupla dose do DERAA (DERAA/DERAA).

Definicao dos alelos HLA-DRB1 de acordo a classificacdo de Du Montcel

Os alelos foram classificados seguindo a proposta por Du Montcel, todos os individuos foram
considerados portadores de:
Alelos S2: quando presente aminodcidos QKRAA ou DKRAA nas posigdes 70 a 74.
Alelos S3D: quando presente aminodcidos DRRAA nas posic¢des 70 a 74.
Alelos S3P: quando presente aminodacidos QRRAA ou RRRAA nas posigdes 70 a 74.
Alelos S1: quando presente aminoacidos QARAA ou DERAA nas posic¢des 70 a 74.
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Alelos X: todos os portadores sem aminoacidos RAA.na posic¢éo 72 a 74.
Resultando, por tanto, de acordo com esta nova classifica¢do cinco alelos HLA-DRB1 S1, S2,
S3P, S3D e X.

4.2.2 Avaliacdo de FR, ACPA

Cinco mL de sangue periférico foram coletados de cada paciente para determinacéo do
FR e ACPA e armazenados a —20° C. Procedimentos que foram executados no laboratério
Sérgio Franco Medicina Diagndstica — DASA do Rio de Janeiro.

A deteccdo do ACPA foi realizada empregando 0 QUANTA Lite™ 2nd generation
CCP ELISA (INOVA Diagnostics, Inc — San Diego-USA) de acordo com as instrucdes do
fabricante. Foram considerados positivos valores maiores que 20UI/mL, sendo considerado
fracamente reativo valores entre 20 e 39 Ul/mL, moderadamente reativo entre 40 e 59 Ul/mL
e fortemente reativo quando o valor for maior a 59 Ul/mL.

A quantificacdo de FR IgM foi realizada pela técnica de nefelometria (Dade Behring
Marburg GmbH — Germany). Valores maiores que 20 Ul/mL foram considerados alterados

em ambos 0S casos.

4.2.3 Avaliacéo radiogréfica

Exames radiograficos das mdos e pés nas incidéncias posteroanterior (PA) e
anteroposterior (AP), respectivamente, foram avaliados no grupo de pacientes com AR. Todas
as radiografias foram analisadas por um mesmo radiologista com larga experiéncia em
doencas osteoarticulares, utilizando o método de Sharp modificado Van Der Heijde e sem o
conhecimento do estado clinico e do estudo genotipico do paciente.

Para a avaliacdo da mao, o eescore maximo previsto para erosdo € de 160 e para
reducdo do espaco articular é de 120, sendo o eescore total de 280 (160+120). Para os pés, 0
eescore maximo para erosdo € de 120 e para reducgdo do espaco articular de 48 (total = 168).
Desta forma, o eescore maximo do Escore de Sharp modificado, somando maos e pés € de
348.
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Andlise de possiveis associacdes deste parametro com alelos HLA-DRB1 foram
posteriormente realizadas, com a finalidade de identificar pacientes com formas mais

agressivas da AR de acordo ao tempo de doenca, e os mesmos foram classificados em 4

grupos:
a) Grupo 1: paciente com menos de 2 anos de diagndstico.
b) Grupo 2: pacientes com diagnostico entre 2 a 5 anos.
C) Grupo 3: pacientes com diagndstico entre 5 a 10 anos.

d) Grupo 4: pacientes com diagndéstico hd mais de 10 anos.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando-se o programa Epilnfo 6. A andlise da
associacao (odds ratio=0R) entre as variaveis categoricas, incluindo os alelos de HLA-DRB1
segundo a hipdtese do EC e classificacdo de Du Montcel com o FR, ACPA, foi feita pelo
teste do qui-quadrado (com correcdo de Yates em tabela 2x2) ou teste exato de Fisher.
Anélise de regressao logistica foi utilizada para categorizar o risco de associacdo dos alelos
HLA-DRBL. Variaveis quantitativas com distribuicdo normal foram avaliadas com o emprego
do teste t de student para determinacdo de igualdade entre os valores obtidos. O teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney (bi caudal) foi empregado para avaliacdo de igualdade entre 0s
dados para as variaveis sem distribuicdo normal. O teste do qui-quadrado, incluindo correcéo
de Yates quando indicado pelo tamanho da amostra, foi empregado para testar a hipotese de
homogeneidade das proporcdes referente aos dados de idade e etnia. Para as variaveis
continuas com distribuicdo normal, os valores foram apresentados como médias e desvio
padrdo (DP). Para as varidveis continuas com distribuicdo ndao normal, os valores foram
apresentados como medianas. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos, com o emprego de até trés casas decimais.
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6 PROCEDIMENTOS ETICOS

Todos os pacientes e voluntarios foram previamente esclarecidos sobre a natureza do
projeto. Todos concordaram em participar e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Apéndice A e C).

O atual protocolo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do HUPE-UERJ sob o
N°. de registro é 2169/2008 e encaminhado & Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude, por pertencer a area

tematica “Genética”.



48

7 RESULTADOS

Neste estudo foram inicialmente entrevistados 430 pacientes com AR, dos quais 206
pacientes eram acompanhados no ambulatério de AR do Hospital Universitario Pedro Ernesto
-UERJ e 224 no ambulatério do Hospital Sdo Paulo - UNIFESP. A entrevista, avaliagdo
clinica e coleta de material para tipificacdo do HLA foram realizadas de outubro de 2007 a
agosto de 2009. Dentre os 430 pacientes entrevistados, 18 foram consideradas perdas pelas
seguintes razdes: sete pacientes por apresentar tipificacdo com resultados ambiguos, nao
tendo sido possivel a obtencdo de novo material, trés que apresentavam material insuficiente
para caracterizacdo dos anticorpos e oito pacientes por material insuficiente para tipificacéo
do HLA.

No grupo controle, foram entrevistados inicialmente 270 individuos doadores voluntarios
de medula dssea, de campanhas de doacéo realizadas em diferentes bairros do Rio de Janeiro,
de maio de 2008 a novembro de 2009, dos quais 55 foram consideradas perdas pelas seguintes
razdes: trinta foram excluidos porque as amostras coletadas para tipificacdo foram
encaminhadas por engano para outra instituicdo parceira nas campanhas de doacdo de medula
6ssea (HEMORIO) e ndo foi possivel obter os resultados de tipificacdo. Cinco por presenca
de queixa articular atual, quatro por apresentar historia familiar de doenca autoimune, dois por
desconhecimento dos dados ancestrais, quatorze por amostra insuficiente e apresentar
tipificacdo com resultado ambiguo.

O grupo de pacientes com AR ficou, portanto, constituido por 412 (95%) pacientes, 204
do HUPE e 208 pacientes da UNIFESP. O grupo controle com 215 (79%) individuos

doadores voluntarios de medula 6ssea.

7.1 Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais de pacientes com AR e

controles

A idade dos pacientes do HUPE - UERJ na época de inclusédo no estudo, variou entre 21 a
76 anos, teve como média 50,2 + 12,12 e mediana de 51,5 anos. Cento e cinquenta e um
(74%) eram de etnia mestica, 18 (8,8%) negra e 35 (17,2%) branca, 178 (87,3 %) eram do

sexo feminino, e a média do tempo da doenca era de 6,8 £+ 6,3 anos.
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No grupo de pacientes do hospital Sdo Paulo — UNIFESP a idade variou entre 25 e 88
anos, a idade média foi de 53,5 + 10,6 e a mediana de 53 anos. Cento e noventa e oito (94,3%)
eram do género feminino, foram classificados como de etnia mesti¢co 121 (58,2%) pacientes,
76 (36,5%) branca ell (5,3%) da etnia negra, a média do tempo da doenca neste grupo era de
11,6 + 8 anos.

A idade no grupo total de pacientes variou entre 21 a 88 anos, com média de 51,8 +
11,5 e mediana de 52,5 anos. Em relacdo a etnia 272 (66%) eram mesticos, 111 (27%)
brancos e 29 (7%) negros. Trezentos e setenta e seis (90,8%) eram do género feminino.

No grupo controle a idade variou entre 30 a 54 anos, com média de 43,2 £5,6 e mediana
de 43 anos. Foram classificados como de etnia mestica 147 (68,4) individuos, 58 (27%)
brancos e 10 (4,7%) considerados de etnia negra. Cento e noventa e oito (92,1%) eram do
género feminino.

As caracteristicas de sexo e etnia foram similares em ambos os grupos (p=0,722 e
p=0,55). Detalhes das caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes com
AR e do grupo controle encontram-se descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Caracterizacdo demografica e clinico laboratorial de pacientes com artrite

reumatodide e controle

Variavel AR (n=412) Controles P
(n=215)

Idade (anos), média + DP / mediana 51,8 +11,5/52,5 43,2+5,6/43 < 0,001

Sexo: Feminino (%) 376 (90,8) 198 (92,1) 0,722

Etnia:

Mesticos (n / %) 272 (66) 147(68,4) 0,552

Brancos (n/ %) 111 (27) 58 (27)

Negros (n/ %) 29 (7) 10(4,7)

Tempo de doenca, média anos + DP 92+75 -

Fator Reumatoide + (n / %) 257 (62,5) -

Titulagdo do FR (Ul/mL), média £ DP 288 + 668 -

ACPA 2 + (n/ %) 294(71) -

Titulacdo (Ul/mL), média + DP 135+51,5 -

ACPA 3 + (n/ %) 309 (74,6) -

Titulagdo (Ul/mL), média + DP 181,962 -

Escore de Sharp, média £ DP 95,28 + 75,23 -

Artrite reumatoide (AR), anticorpo antipeptideo citrulinado (ACPA), Fator reumatdide (FR), P < 0,5



7.2 Associagdo de alelos HLA — DRB1 com artrite reumatoide

A tabela 4 mostra a distribuicdo das frequéncias de grupos alélicos do HLA-DRB1
(baixa resolugdo) e a associacdo com a susceptibilidade e protecdo para AR entre 412
pacientes com AR e 215 voluntarios do grupo controle. Alelos HLA-DRB1*04 (OR 2,69; IC
95% 1,86-3,92; p< 0,001), *09 (OR 5,19; IC 95% 1,50-21,49; p=0,004) e *14 (OR 2,26; OR
2,26; 1C 95% 1,04-5,09; p= 0,038) estiveram associados com a susceptibilidade a AR,
enquanto que os alelos DRB1*11 (OR 0,45; IC 95% 0,30-0,68; p< 0,001) ) e *13 (OR 0,5 IC
95% 0,37-0,75; p< 0,001) estiveram associados com protecdo ao desenvolvimento da AR

(p<0,05).

Tabela 4 - Frequéncia dos grupos alélicos do HLA-DRBL1 (baixa resolu¢éo) em pacientes com

artrite reumatéide e grupo controle

Alelos AR -412 Controles - 215 OR 95% IC P
HLA-DRB1 n(%o) n(%o)

DRB1*01 113 (14) 45 (10,5) 1,36 0,93 -2,00 0,119
DRB1*03 73 (9) 54 (12,5,) 0,68 0,46 — 1,00 0,049
DRB1*04 186 (22,5) 42 (10) 2,69 1,86 —3,92 0,001
DRB1*07 79 (9,5) 52 (12) 0,77 0,52 -1,14 0,200
DRB1*08 38 (5) 20 (5) 0,99 0,55-1,79 0,912
DRB1*09 29 (3,5) 3() 5,19 1,50 -21,49 0,004
DRB1*10 27 (3) 14 (3) 1,01 0,50 - 2,04 0,882
DRB1*11 53 (6) 57 (13) 0,45 0,30-0,68 0,001
DRB1*12 12 (1,5) 9(2) 0,69 0,27 -1,79 0,547
DRB1*13 85 (10) 77 (18) 0,53 0,37 -0,75 0,001
DRB1*14 38 (5) 9(1) 2,26 1,04 -5,09 0,038
DRB1*15 64 (8) 43 (10) 0,76 0,50-1,16 0,216
DRB1*16 27 (3) 11 (2,5) 1,29 0,61 -2,80 0,595
TOTAL 824 430

AR= Artrite reumatoide, OR Razao de Chance.

De forma semelhante, quando realizamos a tipificacdo dos alelos HLA-DRBL1 por alta
resolucdo (Tabela 5), a andlise das frequéncias alélicas mostrou que alelos HLA-
DRB1*01:01,*01:02,%04:01,%04:04,%04:05 estdo presentes numa frequéncia maior nos
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pacientes com AR do que no grupo controle. Desses os alelos DRB1*04:01 (OR 2,76; IC
95% 1,23-6,44; p= 0,010), *0404 (OR 3,80; IC 95% 1,53-10; p=0,002), *04:05 (OR 2,60; IC
95% 1,25-5,53; p= 0,007) e *09:01 (OR 5,19; IC 95% 1,50-21,49; p= 0,004) estiveram

associados com susceptibilidade a AR (p<0,05).

Tabela 5 - Frequéncia alélica do HLA-DRB1 em pacientes com artrite reumatoide e grupo

controle
Alelos AR - 824 Controles - 430 OR 9B % IC Valor p
HIA-DRB1 n(%o) n(%o)
DRB1*01:01 68 (8,3) 26 (6) 1,40 0,86 - 2,29 0,195
DRB1*01:02 41(5) 17 (4) 1,27 0,69 -2,36 0,498
DRB1*01:03 4 (0,5) 2(0,5) 1,04 0,16 - 8,22 0,702
DRB1*03 73 (8,8) 54 (12,5) 0,68 0,46 - 1,00 0,049
DRB1*04:01 41 (5) 8(1,9) 2,76 1,23-6,44 0,010
DRB1*04:02 14 (1,7) 51,2 1,47 0,49 - 4,70 0,621
DRB1*04:03 9(1,1) 51,2 0,94 0,29 - 3,23 0,864
DRB1*04:04 42 (5) 6(1,4) 3,80 1,53-10,0 0,002
DRB1*04:05 48 (5,8) 10 (2,3) 2,60 1,25-5,53 0,007
DRB1*0406  3(0,4) 1(0,2) 1,57 0,15- 39,2 0,892
DRB1*04:07 7 (0,8) 3(0,7) 1,22 0,28 - 5,97 0,962
DRB1*04:08 12 (1,5) 0 (0,0 ND ND 0,027
DRB1*0410  3(0,4) 0 (0,0 ND ND 0,519
DRB1*04:11 7 (0,8) 4(0,9) 0,91 0,24 -3,72 0,862
DRB1*07 79 (9,6) 52 (12,1) 0,77 0,52-1,14 0,200
DRB1*08 38 (4,6) 20 (4,7) 0,99 0,55-1,79 0,912
DRB1*09:01 29 (3,5) 3(0,7) 5,19 150-21,49 0,004
DRB1*10:01 27 (3,3) 8(1,9) 1,79 0,77 -4,31 0,205
DRB1*11 53 (6,4) 57 (13,2) 0,45 0,30-0,68 0,001
DRB1*12 12 (1,4) 9(2,1) 0,69 0,27 - 1,79 0,547
DRB1*13 85 (10,3) 77(17,9) 0,53 0,37-0,75 0,001
DRB1*14:01  20(2,4) 6(1,4) 1,76 0,66 - 4,92 0,313
DRB1*14:02 18(2,2) 3(0,7) 3,18 0,88-13,63 0,086
DRB1*15 64 (7,8) 43(10) 0,76 0,50 - 1,16 0,216
DRB1*16 27 (3,3) 11 (2,6) 1,29 0,61-2,80 0,595

AR= Artrite reumatoide, OR Razdo de Chance.
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7.3 Associacao dos alelos HLA-DRB1 do epitopo compartilhado na suscetibilidade a

artrite reumatoide

A Tabela 6 mostra a distribuicéo de pacientes com AR e individuos do grupo controle

de acordo com a presenca dos alelos HLA-DRB1 EC+. Observamos uma maior frequéncia de
gendtipos heterozigotos (51%) do que homozigotos (11%) no grupo de pacientes, estando
ambos associados a susceptibilidade a AR (OR 2,90; IC 95% 1,99-4,23; p<0,001 e OR 2,27;
IC 95% 1,11-4,77; p=0,023 respectivamente). Dentre os genétipos HLA-DRB1 EC
heterozigotos os mais representativos foram: o HLA-DRB1*01:01, *01:02, *04:05, *04:01,
*04:04 (12%, 8%, 8%, 6%, 6%), embora associacdo estatisticamente significativa tenham
sido observadas somente com o0s genétipos HLA-DRB1*04:04 e *04:05 (OR 3,70; IC 95%
1,21-12,54; p=0,017 e OR 2,76; IC 95% 1,15-6,94; p=0,020). Enquanto que, dentre o0s
geno6tipos homozigotos o mais representativo foi o HLA-DRB1*0101/*0401 presente em 8
(2%) dos pacientes. Por fim, observamos frequéncia aumentada do epitopo compartilhado no
grupo de pacientes com AR (62,8%) quando comparados com os controles (31,1%),
conferindo associa¢do com a suscetibilidade & AR (OR 3,59; IC 95 % 2,49-5,17; p<0,001).
A tabela 7 mostra a analise de regressdo logistica dos gendtipos homozigotos e heterozigotos
HLA-DRB1 EC+ quando comparado com genotipo sem o EC. Observamos risco aumentado
para a doenca de 3,86 vezes mais entre pacientes que apresentam gendtipos homozigotos (IC
95% 1,84-8,24; p<0,001) e de 3,54 vezes mais entre 0s que apresentam genotipos
heterozigotos (IC 95% 2,40-5,21; p<0,001).



Tabela 6 - Especificidades individuais de HLA-DRB1 associados a artrite reumatdide entre
brasileiros de acordo com genotipos relacionados a presenga do epitopo compartilhado

EC e gendtipo AR -412 Controles-215 OR B W%IC P
n(%o) n( %)
Alelos EC+EC- 210 (51) 56 (26) 2,90 1,99 -4,23 0,001
*01:01 48 (12) 18 (8) 1,44 0,79 - 2,65 0,257
*01:02 32(8) 11 (5) 1,56 0,74 - 3,37 0,280
*04:01 23 (6) 6 (3) 2,06 0,78 -5,74 0,167
*04:04 27 (6) 4 (2) 3,70 1,21 -12,54 0,017
*04:05 35(8) 7(3) 2,76 1,15-6,94 0,020
*04:08 8(2) - ND - 0,092
*0410 3(1) - ND - 0,519
*10:01 21 (5) 7(3) 1,60 0,63 -4,20 0,392
*14:02 13 (3) 3(1,5) 2,30 0,61-10,28 0,289
Alelos EC+EC+ 45 (11) 11 (5) 2,27 1,11-4,77 0,023
*01:01/*01:01 1(0,2) 1(0,4) ND ND ND
*01:02/*01:02 1(0,2) 1(0,4) ND ND ND
*04:01/*04:01 1(0,2) - ND ND ND
*04:04/*04:04 3(1) - ND ND ND
*04:05/*04:05 1(0,2) - ND ND ND
*14:02/*14:02 1(0,2) - ND ND ND
*01:01/*04:01 8(2) 2(1) 2,11 0,41 14,50 0,532
*01:01/*04:04 3(1) - ND ND ND
*01:01/*04:05 3(1) 2(1) ND ND ND
*01:01/*10:01 2 (0,5) - ND ND ND
*01:02/*04:01 2 (0,5) - ND ND ND
*01:02/*04:04 3 (1) 1(1) ND ND ND
*04:01/*04:05 3(1) 1(1) ND ND ND
*04:01/*10:01 2 (0,5) - ND ND ND
*04:05/*10:01 2 (0,5) - ND ND ND
Outros 9(22 3(1,5) 1,58 0,39-7,43 0,705
Total EC + 255 (62,8) 67 (31,1) 3,59 2,49 -5,17 0,001

AR= Artrite reumatéide, OR Razdo de Chance, EC = epitopo compartilhado
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Tabela7 - Efeito da dose de alelos na susceptibilidade & artrite reumatdide em pacientes
com AR entre brasileiros

AR =412 Controle =215

- o
Genotipo n(%) n(%) OR 9% % IC p
EC+EC+ 45(10,9) 11(51) 3,86 1,84 — 8,24 0,001
EC+EC- 210 (51,2) 56 (26) 3,54 2,40 -5,21 0,000
EC-EC- 157 (37,9) 148 (68,8) 1,19 Ref 0,89 - 1,59 0,26

Razdes de chance (OR) foram calculados em um modelo de regressdo logistica entre casos e controle como variavel
dependente, e 0 nimero de genes epitopo compartilhados (EC) como varidvel independente. Neste modelo, o estado negativo
é o valor de referencia, com OR de 1,1, enquanto OR para os estados homozigotos e heterozigotos séo relativos ao nulo.

7.4 Associacgado dos alelos HLA-DRB1-DERAA na protecédo ao desenvolvimento da AR

Na tabela 8 observamos a influéncia dos alelos HLA-DRB1-DERAA na protecéo para
0 desenvolvimento da AR. Setenta e nove (19%) dos pacientes com AR e 78 (36%) dos
controles possuem os alelos de HLA-DRB1 codificando DERAA, indicando que a sua
presenca confere protecdo para AR (OR 0,42; IC 95% 0,28-0,61; p<0,001).

O efeito de alelos DERAA na auséncia de alelos EC foi avaliado, comparando o grupo
D (X/X) com o grupo E (X/DERAA) mais o grupo F (DERAA/DERAA). Individuos com
DERAA positivo tiveram menor risco para desenvolver AR (OR 0,56; IC 95% 0,34-0,92;
p=0,021).

A comparagdo do grupo B (EC/X) com o grupo C (EC/DERAA) revelou que, na
presenca de um alelo EC, a codificacdo de alelos DERAA diminui 0 risco para a
susceptibilidade para a AR, embora sem significancia estatistica (OR 0,60, IC 95% 0,28-1,29;
p=0,216)
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Tabela 8 - Frequéncia de gendtipos HLA-DRBL1 de susceptibilidade (EC) e de prote¢do
(DERAA) em pacientes com artrite reumatdide e grupo controle

Grupo  Genétipo DRB1 AR =412 Controle = 215

n(%o) n(%o)
A EC+EC+ 45 (10,9) 11 (5,1)
B EC+/X 175 (43,2) 42 (19,5)
C EC/DERAA 35(7,7) 14 (6,5)
D XIX 110 (26,6) 84 (39,1)
E X/IDERAA 43 (10,4) 57 (26,5)
F DERAA/DERAA 4 (0,9) 7(3,3)

Alelos EC sdo HLA-DRB1 *01:01, *01:02, *04:01, *04:04, *04:05, *04:08, *10:01 e *14:02. alelos DERAA sdo HLA-
DRB1 *01:03, *04:02, *11:02, *11:03, *13:01, *13:02, e *13:04. X representa todos os outros alelos HLA - DRBL1.

*OR, IC 95 % e valor P dos seguintes dados: Grupo B comparado com o C, OR 0,60 (IC 95% 0,28 — 1,29) P= 0,216, no
grupo D comparado com o valor de E e F, OR 0,56 (IC 95% 0,34 — 0,92), P=0,021 e para o grupo A mais B comparado ao
grupo D, OR 3,17 (IC 95% 2,05 — 4,90), P= 0,00.

7.5 Associacdo entre alelos HLA-DRB1 de susceptibilidade (EC) e presenca de

autoanticorpos

Os pacientes com AR apresentaram FR positivo em 62,3% (n=257) e ACPA positivo
em 71,3% (n=294) dos casos, sendo que 237 (57,5%) dos pacientes foram positivos para
ambos 0s autoanticorpos e somente 57 pacientes (13,8%) foram positivos apenas para o
ACPA. Observamos também uma associacdo estatisticamente significativa entre o FR e
ACPA (OR 20,79; IC 95 % 11,49-37,97; p<0,001).

Cento e sessenta e cinco pacientes (40,04%) expressavam FR+ e alelos HLA-DRB1
EC positivo, e 197 (47,81%) expressavam ACPA+ e alelos HLA-DRB1 EC positivos.
Associacao significativa foi observada somente para alelos EC com ACPA (OR 2,03; IC 95%
1,28- 3,31; p< 0,001) Tabela 9.

A titulacdo média do FR para o grupo de pacientes com gendtipos EC homozigotos,
heterozigotos e sem o EC foi de 177,7 = 286 Ul/ml, 205, 3 + 695 Ul/ml e 157,1 £ 328 Ul/ml
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respectivamente e a titulagdo média para o ACPA seguindo a mesma ordem do FR foi de
131,3 £ 66, 102,8 = 71 e 83,3 £.73 respectivamente.

Os resultados também mostraram que niveis séricos médios altos do FR estavam
presentes nos pacientes carregando alelos HLA-DRB1*01:02, *04:04, *0408, *10:01 (107,6 £
153,13 Ul/mL, 334,4 + 4949 Ul/mL, 253,3 £ 480,7 Ul/mL, 1614 = 252,7Ul/mL
respectivamente). Enquanto que niveis séricos medios altos do ACPA estavam presentes nos
pacientes com alelos HLA-DRB1*04:01,*1402, *04:08, *04:04, *01:01 (121,1 + 61,7 Ul/mL,
117,0 £ 68,8 Ul/mL; 116,8 99,8 Ul/mL; 114,0 + 68,2 Ul/mL; 102,4 + 71,4 Ul/mL
respectivamente), quando comparados aos pacientes que possuiam outros alelos de HLA-
DRB1 EC+.

Tabela 9 - Frequéncia de alelos HLA - DRB1 epitopo compartilhados e autoanticorpos em

412 pacientes com artrite reumatoide

Autoanticorpos EC+ EC- OR 9B % IC p
n(%o) n(%o)

Fator Reumatoide
Positivo 165 (40,04) 92(22,33) 1,26 0,82 1,94 0,313
Negativo 91 (22,08) 64 (15,53)

ACPA
Positivo 197 (47,81) 97 (23,54) 2,03 1,28-3,31 0,001
Negativo 59 (14,32) 59 (14,32)

Epitopo compartilhado positivo (EC+), Epitopo compartilhado negativo (EC-), anticorpos antipeptideo citrulinado (ACPA),
Razéo de Chance (OR).

7.6 Relago do escore de Sharp modificado de Van Der Heijde e alelos HLA-DRB1 EC

Com a finalidade de identificar pacientes com formas mais agressivas de AR os 412
pacientes com a doenca foram classificados em 4 grupos de acordo ao tempo de doenca, 50
(12%) dos pacientes tinham menos de 2 anos de diagndstico, 54 (13%) pacientes tinham entre
2 a 5 anos de doenca, 190 (46%) entre 5 a 10 anos de doenga e 118 (29%) apresentavam mais

de 10 anos de diagndstico.



S7

Dos 412 pacientes incluidos neste estudo, 381 (92,5%) realizaram radiografias das méos e pés
nas incidéncias posteroanterior (PA) e anteroposterior (AP) respectivamente. Foram
consideradas perdas para avaliacdo radiografica 31 (7,5%) pacientes, desses, 10 pacientes
alegavam ter feito as radiografias solicitadas, porém teriam esquecido de trazer, e ndo foi
possivel recuperar essas radiografias, 8 referiam que ndo realizaram por incompatibilidade
de horério do servico de radiologia, e 13 pacientes ndo fizeram as radiografias por diversos
outros motivos.

A tabela 10 mostra a distribuicdo dos gendtipos de pacientes com AR classificados de
acordo com a hipétese do EC, além, da média, mediana e desvio padrdo do escore de Sharp
modificado de Van Der Heijde. Observamos que quanto maior o tempo de evolugéo da artrite
reumatdide maior a pontuacdo do escore de Sharp, independente da presenca do EC. No
entanto, é importante ressaltar que pacientes expressando alelos EC mostraram ter pontuacao
discretamente maior da mediana do escore de Sharp modificado nos quadro grupos (14 +
30,2; 58 + 48,4; 78 + 63,3 e 161,6 £ 77,7 versus 8 £+ 38,5; 43 + 44 69 £ 66,7; 133 =+ 77,3
respectivamente). Entretanto, a tabela 11 mostra que a pontuacao da lesdo articular e 6ssea
ndo mostrou ser diferente entre os pacientes expressando alelos HLA-DRB1 com EC + e EC-
(p=0,717), do mesmo modo, a presenca de genétipos HLA-DRB1 EC homozigotos e
heterozigotos também ndo mostrou diferenca entre os grupos (p=0,382).

Tabela 10 - Distribuicdo dos pacientes com artrite reumatdide de acordo com o tempo de
doenca, HLA-DRBL1 EC e escore de Sharp modificado de Van Der Heijde

Escore de Sharp modificado de Van der Haijde

Tempode AR n°%) EC n°(%) Rx lidas Média Mediana Min  Max DP
AR

<de2anos 50(11,2) EC+31(64,6) 30 21,6 14 0 162 30,2
EC-17(354) 16 25,2 8 2 126 385
2a5anos  54(13,1) EC+37(68,5) 35 64,7 58 0 188 48,4
EC-17(315) 16 53,5 43 10 153 44,3
5a10anos 190 (46,6) EC +113(58,9) 107 91,6 78 0 379 633
EC-79 (41,1) 73 89,5 69 0 290 66,7
>de 10 anos 118 (28,6) EC + 74 (62,7) 65 1516 161 0 3B1 77,7
EC-44(37,2) 39 1492 133 17 328 773

EC= epitopo compartilhado, AR= artrite reumatdide, DP= desvio padrdo, Rx = Radiografias
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Tabela 11 - Distribuicdo dos pacientes com Artrite Reumatdide de acordo com o tempo de
doenga, HLA-DRB1 EC e escore de Sharp modificado de Van Der Heijde

HLA-DRB1 ARN(%) Média Mediana Min Max DP p
EC+ 236 (62) 95 77 0 379 76 0,717
EC- 145 (38) 93 75 0 328 75

EC+EC+ 183 (81) 87 65 0 290 73 0,382
EC+EC- 43 (19) 97 78 0 379 75

EC= epitopo compartilhado, AR= artrite reumatoide, DP= desvio padrdo. Teste ndo paramétrico de Mann -
Whitney/Wilcoxon mostrou p<0,001.

7.7 Associacdo com a suscetibilidade e protecdo para AR dos alelos HLA-DRB1 segundo

a classificacdo de Du Montcel et al

A tabela 12 mostra a distribuicdo das freqtiéncias dos grupos alélicos do HLA-DRB1 e
a associacdo com a suscetibilidade e protecdo para AR de acordo com a classificagdo proposta
por Du Montcel et al (8) dos pacientes e voluntarios do grupo controle. Dentre 824 alelos dos
412 pacientes com AR e 430 dos 215 do grupo controle, observamos frequéncia maior de
alelos S2 55 (6,67%) e S3P 258 (31,3%) dentre o grupo de pacientes com AR, enquanto que
no grupo controle foi menor 11 (2,55%) e 70 (12,27%) respectivamente. No entanto, no grupo
controle observamos frequéncia maior de alelos S3D 67 (15,58%), S1 134(31,16%) e alelos X
148 (34,41%) quando comparado com o grupo de pacientes 89 (10,8%), 153 (18,56%) e 256
(32,16%) respectivamente. Associacdo estatisticamente significativa com a suscetibilidade a
AR foi observada em pacientes com AR expressando alelos S2 (OR 2,72; 1C 95% 1,36 - 5,57;
p=0,003) e S3P (OR 2,34; IC 95% 1,73 - 3,19; p<0,001). Enquanto que a presenca dos alelos
S3D (OR 0,66; IC 95% 0,46-0,94; p=0,019), S1 (OR 0,50; IC 95% 0,38-0,67; p<0,001) e
alelos X (OR 0,90; IC 95% 0,70-1,17; p=0,456) estiveram associados a protecdo para a
doenca.

Observamos também que alelos S2 e/ou S3P estiveram presentes em 268 (65%) dos
pacientes e 70 (32,5%) individuos do grupo controle, mostrando mais uma vez que esses
alelos estariam associados com a suscetibilidade a AR (OR 3,86; IC 95% 2,68-5,56; p=
<0,001).
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Tabela 12 - Frequéncia de alelos HLA-DRBL1 de acordo com a classificagédo de Du Montcel

em pacientes e controles

AR =412 (824) Controle = 215 (430)

Alelos n (%) n (%) OR IC9%% p

S 55 (6,67) 11 (2,55) 2,72 1,36 -5,57 0,003
Sap 258 (31,3) 70 (12,27) 2,34 1,73-3,19 0,001
Sap 89 (10,8) 67 (15,58) 0,66 0,46-0,94 0,019
S 153 (18,56) 134 (31,16) 0,50 0,38-0,67 0,001
X 265 (32,16) 148 (34,41) 0,90 0,70-1,17 0,456

Os alelos com susceptibilidade para AR: S2 , S3P. Alelos protetores para AR: S1, S3D e X.

7.8 Associacdo de gendtipos HLA-DRB1 de acordo com a classificacdo de Du Montcel

na suscetibilidade a artrite reumatodide

A tabela 13 mostra a distribuicdo de pacientes com AR e individuos do grupo controle
de acordo com a presenca de genotipos HLA-DRB1 classificados por Du Montcel et al. (8)
Observamos que gendtipos S2 S3P (OR 5,72; Cl 95% 1,28- 35,64; p= 0,015) e S3P X (OR
2,77; 1C 95% 1,65-4,79; p<0,001) tiveram frequéncia maior dentre 0 grupo de pacientes e
associacao estatisticamente significativa com a suscetibilidade a doenca, enquanto que
gendtipos S1S3D (OR 0,44; IC 95% 0,21-0,92; p= 0,026); S3D X (OR 0,48; IC 95% 0,27-
0,85; p=0,010), S1S1 (OR 0,41; IC 95% 0,19-0,88; p=0,019) e S1X (OR 0,44; IC 95% 0,27-
0,71; p<0.001) tiveram frequéncia maior dentre o grupo controle e estiveram associados com

a protecao para suscetibilidade a AR.
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Tabela 13 - Distribuicdo de gendtipos nos pacientes e controles segundo a classificagdo de Du

Montcel
Genotipo Distribuicdo do Genotipo
AR =412 Controle =215 OR IC9% p
n(%o) n(%o)

S2 S2 1(0,2) 0 ND

S2 S3P 21 (5,1) 2(0,9) 572 1,28-35,64 0,015
S2 S1 12 (2,9) 3(1,4) 2,12 055-9,56 0,365
S2 S3D 3(0,7) 2(0,9) 0,78 0,11-6,72 0,839
S2 X 21 (5,1) 4(1,9) 2,83 091-988 0,079
S3P S3P 27 (6,5) 9(4,2) 161 0,71-3,75 0,303
S3P S3D 32 (7,8) 8 (3,7) 2,18 0,94-523 0,072
S3P S1 51 (12,4) 20 (9,3) 1,38 0,77-2,47 0,307
S3P X 99 (24) 22 (10) 2,77 1,65-4,70 <0,001
S3D S3D 4(0,9) 4 (1,9) 052 011-248 0,570
S1S3D 17 (4,1) 19 (8,8) 0,44 0,21-0,92 0,026
S3D X 30(7,2) 30 (13,9) 0,48 0,27-0,85 0,010
S1S1 15 (3,6) 18 (8,3) 0,41 0,19-0,88 0,019
S1X 43 (10,4) 45 (20,9) 0,44  0,27-0,71 <0,001
XX 36 (8,7) 18 (3,7) 1,06 0,556-1,98 0,995

Alelos S2, S3P tem risco maior para AR e alelos S3D,S1, X tem risco baixo e efeito protetor para AR

Para fins de analise, como descrito por Du Montcel et al (8)e Michou et al (9)alelos
associados com a protecdo para a doenca (S1, S3D, X), foram agrupados no denominado alelo
L, conformando assim trés alelos S2, S3P e L, e seis gendtipos S2/S2, S2/S3P, S2/L,
S3P/S3P, S3P/L e L/L. A andlise de regressdo logistica dos 6 genotipos decorrentes da
agrupacdo dos alelos protetores, mostra por ordem de hierarquia que gendtipos S2/S3P (OR
10,43; IC 95% 2,30-65,58; p<0,001) e S2/L (OR 3,86; IC 95%1,71-8,98; p<0,001)
associaram-se com maior risco para AR, seguidos pelos gendtipos S3P/L (OR 3,62; IC 95%
2,41-5,43; p<0,001) e S3P/S3P (OR 2,98; IC 95% 1,28-7,09; p=0,008), quando comparado ao
gendtipo L/L.
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Tabela 14 — Distribuicdo do gendtipo HLA-DRBL1 reduzido e risco para AR de acordo a

classificacdo de Du Montcel

Gendtipo Distribuicdo do gendtipo

AR =412 Controle =215 OR IC 95 % P
n(%o6) n(%o)

S2/ S2 1(0,2) 0 NP - -
S2/S3P 21(5,1) 2(0,9) 10,43 2,30 — 65,58 0,001
S2/L 35 (8,5) 9(4,2) 3,86 1,71-8,98 0,001
S3P/L 182 (44,2) 50 (23,3) 3,62 2,41-543 0,001
S3P/S3P 27 (6,6) 9(4,2) 2,98 1,28 -7,09 0,008
L/L 146 (35,4) 145 (67,4) 1(Ref)

Alelos S2, S3P, L se definem de acordo a seqiiéncia de aminodacidos nas posi¢oes 71-74 e conferem susceptibilidade para

AR. Os alelos com baixo risco S1, S3D, X) foram agrupados no alelo L, OR raz&o de Chance.

7.9 Associacdo entre alelos HLA-DRB1 classificados por Du Montcel e presenca de

autoanticorpos

A tabela 15 mostra a relagdo do estado do FR e os alelos HLA-DRBL1 segundo a nova
classificacdo no grupo de pacientes com AR. Observamos que pacientes expressando alelos
S2 apresentaram frequéncia maior de FR + (71%), e pacientes apresentando alelos S3D
mostraram frequéncia menor de FR + (55%). Alelos HLA-DRBL1 classificados de acordo
proposta de Du Montcel et al (8) ndo mostraram associagao estatisticamente significativa com
a presenca do FR nos pacientes com AR S2 (OR 1,54; p=0,206), S3P (OR 1,04; p=0,933), S1
(OR 1,04; p=0,928) e S3D (OR 0,69; p=0,165).
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Tabela 15 — Relagdo entre alelos HLA-DRB1 e o fator reumatdide nos pacientes com artrite

reumatoide de acordo a classificacdo de Du Montcel

Alelos HLA-DRB1 Estado do portador OR IC 95% p
eFR

Sim n(%) N&o n(%)

Alelo S1

FR + 87 (63) 170 (62) 1,04 0,67-1,63 0,928
FR - 51 (37) 104 (38)

Alelo S2

FR + 41 (71) 216 (61) 1,54 0,81-2,95 0,206
FR - 17 (29) 138 (39)

Alelo S3D

FR + 47 (55) 210 (64) 0,69 0,41-1,15 0,165
FR - 38 (45) 117 (36)

Alelo S3P

FR + 145 (63) 112 (62) 1,04 0,68-1,58 0,933
FR - 86 (37) 69 (38)

Estado do fator reumatéide (FR) em 412 pacientes com AR e a presenga de alelos HLA-DRB1 S1,52,S3D, S3P.
OR Razéo de Chance.

Na tabela 16 mostramos a relacdo entre o estado de alelos HLA-DRB1 segundo a nova
classificagdo e a presenga de ACPA nos pacientes com AR. Observamos maior frequéncia do
ACPA+ em pacientes com alelos S2 (84%) quando comparado pacientes que ndo possuiam
esse alelo seguido dos pacientes com alelos S3P (75%), somente alelos S2 e ACPA
mostraram associagdo esteticamente significativa (OR 2,42; IC 95% 1,10-5,50; p=0,025).
Entretanto, alelos S3D (61%) e S1 (75%) apresentando ACPA estiveram presentes em menor
frequéncia quando comparada, mostrando associacdo estatisticamente significativa com a
protecdo somente do alelo S3D (OR 0,55; IC 95% 0,33-0,94; p=0,028).
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Tabela 16 - Relacdo entre alelos HLA-DRB1 e ACPA nos pacientes com artrite reumatdide
de acordo a classificacdo de Du Montcel

Alelos HLA-DRB1 Estado do portador OR IC 95% p
e ACPA

Sim n(%) N&o n(%)

Alelo S1

ACPA + 93 (67) 201 (73) 0,75 0,47-1,20 0,250
ACPA - 45 (33) 73 (27)

Alelo S2

ACPA + 49 (84) 245 (69) 2,42 1,10-550 0,025
ACPA - 9 (16) 109 (31)

Alelo S3D

ACPA + 52 (61) 242 (74) 0,55 0,33-0,94 0,028
ACPA - 33(39) 85 (26)

Alelo S3P

ACPA + 174 (75) 120 (66) 1,55 0,99 - 2,44 0,057
ACPA - 57 (25) 61 (34)

ACPA — = Anticorpos contra proteinas citrulibadas negativos, ACPA + = Anticorpos contra proteinas citrulibadas positivos,
Alelos HLA-DRB1 S1,52,S3D, S3P. OR Razéo de Chance.

A tabela 17 mostra resultados da relacdo entre alelos de maior risco para AR (S2 e ou
S3P) classificados por Du Montcel et al, (8) e os autoanticorpos FR e ACPA. Duzentos e
sessenta e oito (65%) pacientes com AR expressavam alelos S2 e/ou S3P, e desses 174
(64,9%) pacientes apresentavam FR positivo e 206 (76,8 %) ACPA positivo. Associacdo
estatisticamente significativa foi observada somente para alelos S2 e/ou S3P com ACPA (OR
2,11; 1C95"% 1,33-3,36; p=0,001).

Niveis séricos elevados de ACPA (média 105,6 Ul/ml, mediana 126,5 Ul/mL + DP
71,3) para pacientes com AR expressando alelos S2 e /ou S3P foram observados neste estudo
guando, quando comparado a pacientes com alelos S2 e /ou S3P negativos ( média 85,4
Ul/mL, mediana 81,4 Ul/mL £ 74,4).

A tabela 18 mostra a relacdo de niveis sericos de autoanticorpos e alelos S1, S2, S3D,
S3P. Observamos que niveis séricos elevados de FR e ACPA positivos estdo presentes
independentes do grupo alélico de alto (S2, S3P) ou baixo risco (S1, S3D) para AR..
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Tabela 17 - Associacdo de alelos HLA-DRB1 de maior gravidade de acordo com a
classificacdo de Du Montcel e autoanticorpos em pacientes com artrite reumatéide

Autoanticorpos Alelos S2 e ou S3P OR IC 95% p

Simn(%) N&o n(%)

FR
Positivo 174 (64,9) 83 (57,6) 1,36 0,88-2,10 0,177
Negativo 94 (35,1) 61 (42,4)

ACPA
Positivo 206 (76,8) 88 (21,3) 2,11 1,33-3,36 0,001
Negativo 62 (23,2) 56 (13,6)

Total 268 144

Alelos S2 e ou S3P com maior risco para A, FR= fator reumatoide, ACPA= anticorpos anti-peptideos citrulinados, OR Razéo
de Chance

Tabela 18 — Distribuicdo de niveis séricos de FR e ACPA positivos e alelos HLA-DRBL1 de
acordo com a classificacdo de Du Montcel em pacientes com artrite reumatoide

Nivel sérico de autoanticorpos FR e ACPA positivos

Alelos HLA-DRB1 n°(%) Média Mediana Minimo Maximo DP
e autoanticoropos + ul/mL ul/mL Ul/mL Ul/mL
Alelos S1
FR+ 87 (63) 263 109 21 2280 443
ACPA+ 93 (67) 135 158 21 237 54
Alelos S2
FR+ 41 (71) 216 103 21 1956 340
ACPA+ 49 (84) 124 143 23 148 55
Alelos S3D
FR+ 47 (55) 455 142 23 9360 1357
ACPA+ 52 (61) 137 158 25 199 52,3
Alelos S3P
FR+ 145 (63) 318 130 21 9360 827
ACPA+ 174 (75) 140 159 25 234 50

ACPA+ = Anticorpos contra proteinas citrulibadas positivos, FR+= Fator Reumatdide, Alelos HLA-DRB1 S1,5S2,S3D, S3P.
OR Razéo de Chance.
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7.10 Relagéo do escore de Sharp modificado de Van Der Heijde e alelos HLA-DRB1 EC

de acordo a nova classificacdo proposta por Du Montcel

A tabela 19 mostra a distribuicdo dos pacientes com AR de acordo com o tempo de
doenca, a média, mediana e desvio padrdo avaliado pelo método do escore de Sharp
modificado de Van Der Heijde e a relacdo de alelos HLA-DRB1 classificados de acordo a
nova classificacdo proposta por Du Montcel et al.(8) Observamos que quando maior o tempo
de evolucdo da doenca dos pacientes com AR, maior a presenca de lesdo articular e 6ssea
independente da presenca de alelos S1, S2, S3D, S3P e X, embora devamos ressaltar que nos
pacientes AR com menos de 2 anos de diagndstico, a pontuacdo da mediana e DP do escore
de lesdo articular e dssea tenha sido maior nos pacientes expressando alelos S3P + (14 + 78)
enquanto pontuacdo menor foi observada nos portadores de alelos S1+ (8 £ 106) quando
comparado com o0s pacientes com outros alelos. Similar pontuacdo do escore de lesdo
radiogréafica dentre os pacientes portadores de alelos S2 e X (58 + 188) observamos no grupo
de pacientes com 2 a 5 anos de doenga, sendo significativamente menor nos portadores do
alelo S3D (10 %= 56). Enquanto que, pacientes com AR entre 5 a 10 anos de doenga,
expressando alelos S2 (80 + 72) e S3D (88 + 67) apresentaram maior lesdo articular e dssea e
alelo X (75 £ 66) menor escore de Sharp. Pacientes com AR com mais de 10 anos de
diagnostico mostraram maior escore de Sharp nos portadores de alelos S3P (163 + 78),
enquanto que pacientes com alelos S1 (134 + 86) mostraram menor lesdo articular e dssea
quando comparado a pacientes com outros alelos. A avaliacdo de lesdo articular e 6ssea no
exame radiorafico ndo mostraram ser diferente quando analisado independente do tempo de
doenca em pacientes apresentando alelos de maior risco (S2,S3P) e menor risco para AR
(S1,S3D,S3P,X (p>0,05) Tabela 20.
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Tabela 19 - Distribuicdo dos pacientes com artrite reumatéide de acordo ao tempo de doenca,
HLA-DRB1 segundo a classificagédo de Du Montcel e escore de Sharp modificado de Van Der
Heijde

Escore de Sharp modificado de Van Der Heijde

Tempode  AR=412 Alelos +(n) Rx lidas Média Mediana Min Max DP
doenca n°(%) n(%)
<de2anos 50 (12) S1(16) 46 (92) 16 8 0 106 26
S2 (7) 15 11 3 30 10
S3D (6) 22 10 2 56 23
S3P (25) 23 14 0 162 78
X (26) 24 13 7 162 37
2 a5anos 54 (13) S1(19) 51(94) 50 37 8 137 40
S2 (9) 71 58 12 188 49
S3D (15) 61 10 2 56 56
S3P (33) 61 56 0 179 45
X (21) 69 58 13 188 50
5al0anos 190 (46) S1(63) 180 (95) 97 78 0 317 65
S2 (23) 97 80 0 288 72
S3D (29) 104 88 0 290 67
S3P (94) 90 77 0 379 62
X (107) 89 75 0 379 66
>de 10 anos 118 (29) S1(27) 104 (88) 144 134 13 351 86
S2 (14) 158 135 52 254 70
S3D (27) 130 145 9 232 68
S3P (61) 154 163 0 351 78
X (60) 153 139 17 328 73

Rx = Radiografia, AR= Artrite reumatdide, DP= Desvio Padrdo, Min= Minimo, Méx= Mé&ximo
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Tabela 20 - Distribui¢do dos pacientes com artrite reumatoide de acordo ao tempo de doenca,
escore de Sharp modificado de Van Der Heijde e alelos HLA-DRB1 classificados por Du

Montcel

Escore de Sharp modificado de Van Der Heijde
HLA-DRB1 ARN(%) Média Mediana  Min Max DP p
S1+ 126 (33) 89 80 0 351 75 0,259
S1- 255 (67) 97 68 0 379 75
S2+ 53 (14) 98 82 0 254 76 0,752
S2- 328 (86) 94 75 0 379 75
S3D+ 77 (20) 97 86 0 290 71 0,518
S3D- 304 (80) 94 76 0 379 76
S3P+ 213 (56) 95 77 0 379 75 0,767
S3P- 168 (44) 94 78 0 328 75
X+ 214 (56) 97 78 0 379 75 0,362
X- 167 (44) 91 74 0 351 74

Foram avaliados alelos S1, S2, S3D, S3P e X positivos e negativos e avaliados pelo teste ndo paramétrico de Mann

Whitney/Wilcoxon. DP= Desvio Padréo, Min= Minimo, Méx= Mé&ximo

Embora pacientes expressando gendtipos S3P/S3D e S2S3D tenham apresentado maior
pontuacdo da mediana + DP (120 + 75 e 115 * 76 respectivamente) e maior lesdo articular e
0ssea quando comparado a outros gendtipos, eles ndo mostraram diferenca estatisticamente
(p> 0,05) Tabela 21. Estes resultados evidenciaram que pacientes com AR apresentam lesdo
articular e 6ssea independente da presenca de alelos e genétipos HLA-DRBL1 classificados de
acordo a proposta de Du Montel et al. (30)
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Tabela 21 - Distribuicdo dos pacientes com artrite reumatoide de acordo com o tempo de
doenca, escore de Sharp modificado de Van Der Heijde e geno6tipos HLA-DRBL classificados

por Du Montcel

Genétipo Escore de Sharp modificado de Van Der Heijde
HLA-DRB1 AR n Média  Mediana Min Max DP p
S1S1 11 93 84 14 279 71 0,914
S1S3D 15 93 96 10 222 61 0,727
S2S1 12 110 79 3 254 87 0,575
S2S52 1 - - - - - -
S2S3D 3 87 115 0 135 76 0,924
S2S3P 17 95 84 11 240 77 0,963
S2X 20 98 85 0 237 72 0, 697
S3DS3D 4 58 69 22 75 24 0,442
S3DX 27 94 86 2 290 77 0,934
S3PS1 47 83 66 0 351 77 0,142
S3PS3D 28 110 120 8 228 75 0,251
S3PS3P 27 88 65 0 290 74 0,601
S3PX 94 98 78 0 379 73 0,292
S1S1 34 99 76 5 328 86 0,996

Foram avaliados gendtipos de acordo a classificagdo de Du Montcel et al, pelo teste ndo paramétrico de Mann
Whitney/Wilcoxon, DP= Desvio Padréo, Min= Minimo, Max= Maximo
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8 DISCUSSAO

Estudos genéticos realizados inicialmente em gémeos e posteriormente em familiares
demonstraram uma predisposi¢do familiar para AR, representando 60% do risco total para o
desenvolvimento da doenga na populagéo. (4) Diversos estudos demonstraram que o fator
genético mais importante associado a susceptibilidade da AR é a presenca do HLA-DRB1 do
MHC descoberto por Stastny et al, (6) e posteriormente, organizado na hipotese do EC por
Gregersen et al. (7)

Técnicas modernas como as empregadas em estudos de genoma completo (GWAS) e
marcadores genéticos de polimorfismo de Unico nucleotideo (SNP), confirmam a associacao
significante desses alelos com a AR. No entanto, é importante ressaltar que a associacao da
AR com o HLA-DRBL1 e a hipdtese do EC ndo explica toda a susceptibilidade genética
conferida pelo HLA. Outros genes do HLA, sem EC, tais como, os alelos HLA-DRB1*03:01,
DRB1*07:01 e DRB1*09:01, embora com uma frequéncia menor, também foram associados
a uma maior susceptibilidade para a AR.(75, 76) O que codifica para a proteina tirosina
fosfatase N22 (PTPN 22) presente em 8% dos pacientes com AR.(23) Em menor proporgéo
foram descritas associagcdes com o sinal transdutor e ativador de transcricdo 4 (STAT 4), o
antigeno 4 dos linfocitos T citotoxicos (CTLA-4), o fator inibitério de migracdo de
macrofagos (MIF), e peptidilarginina deaminase 4 (PADI 4).(36) Neste estudo 90,8% dos
pacientes eram mulheres, semelhante aos resultado encontrados no estudo realizado por
Bértolo et al (14) em 2001 (84,6%) e por Louzada-Junior et al (34) em 2008 (77,8%).

Quanto a composicdo étnica, existe predominio de mesticos neste estudo, seguido de
brancos e negros, configurando-se como uma amostra altamente miscigenada (descentes
principalmente de portugueses, africanos, indigenas, italianos, espanhois e alemaes) que
acreditamos refletir, em parte, a da propria populagéo brasileira. A influéncia da etnia é ponto
fundamental quando se avalia a associa¢do dos genes HLA com doengas, especialmente com
artrite reumatoide. Além de ser um sistema altamente polimorfico, distintos alelos sédo
associados com a AR, em diferentes populacOes. Desta forma, ao estudar uma populagao
altamente miscigenada como a brasileira, tais associacGes poderiam se perder. No intuito de
controlar esta variavel, todo estudo de associacdo HLA e doenca necessita de que 0s
individuos controle sejam oriundos da mesma regido geografica dos pacientes, a fim de

preservar as influéncias sociais e demograficas em ambos o0s grupos. O nosso estudo além de
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avaliar uma amostra significativa de pacientes com AR (n=412), também tipificou individuos
saudaveis (n=215) todos provenientes da mesma regido geografica dos pacientes.

Em principio, a idade em estudos genéticos nédo teria influéncia na susceptibilidade,
porém, em virtude da presenca de alelos HLA-DRB1 com EC+ entre 12,5% a 35% (34, 77)
da populacéo sadia e a incidéncia maior da AR entre 30 a 55 anos, (2) tentamos evitar viés de
andlise quanto ao diagnostico no grupo controle, por isso decidimos incluir no nosso grupo
controle individuos com idade mais avancada.

No presente estudo encontramos frequéncia aumentada de HLA-DRB1*04:01, *04:04
e *04:05 e associagdo positiva com a susceptibilidade da AR Este resultado esta, em parte, de
acordo com os observados por Louzada-Junior et al (34) na populagdo brasileira
predominantemente caucasoide, no qual, além da associacdo com os alelos citados
anteriormente, também encontraram associa¢do com o alelo HLA-DRB1*01:01 ( p<0,05).
Por outro lado, difere da observada por Bértolo et al (14) que observaram associacao
significativa s6 com alelos HLA-DRB1*01 (RR=2,8; p<0,05) também analisando populacbes
de origem caucasiana.

Assim como observado por Louzada-Junior et al, o alelo HLA-DRB1*14:02 mostrou
tendéncia de associagdo com a AR, embora de forma ndo significativa (OR3,18; IC 95%
0,88-13,63; p=0,086) (34) E possivel que estudos com um nimero maior de individuos
possam mostrar que essa associa¢do ocorra sfetivamente. Num estudo com populacdo mestica
peruana (n=65), essa associa¢do entre 0 alelo HLA-DRB1*14:02 e a AR foi observada
(RR=2,74; p=0,02) (31)

A presenca dos alelos HLA-DRB1*09 em 6,7% dos pacientes com AR e 1,3% dos
controles, predominante em descendentes de negros e indigenas, mostrou associacao
significativa nos genotipos heterozigotos destes alelos (OR 5,19; IC 95% 1,50-21,49;
p=0,004), ndo obstante, o0 amplo intervalo de confianca observado, este alelo pela primeira
vez foi associada a AR na populacédo brasileira. Essa mesma associa¢do (HLA-DRB1*09 e
AR) também foi observada em pacientes chilenos com AR em 1990. (78) Por outro lado,
estudo realizado no Japd@o com 852 pacientes com AR, encontrou associagcdo apenas do
genotipo HLA-DRB1*09:01 homozigotos com a doenca. (75)

Semelhante aos estudos de Vignal et al (OR 5,04; p<0,001) e Balsa et al (OR1,8;
p=0,005) incluindo populacdo homogénea, (36, 79) também encontramos associacao de HLA-
DRB1 EC+ com a AR (OR3,59; p<0,001). Resultado distinto ao descrito no estudo realizado

por Teller et al (80) incluindo pacientes com AR e controles hispano-americanos, na qual néo
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foi observada associagdo destes alelos com a doenga, estudo que sugere que a hipdtese do EC
provavelmente, ndo poderia ser aplicada em estudos de popula¢do ndo miscigenada.

No presente estudo, pode se observar frequéncia aumentada de genétipos HLA-DRB1
EC heterozigotos (51%) quando comparado aos pacientes com AR e controle com genotipos
homozigotos (11%). Em estudo realizado por Del Rincon et al (81) foi observado em 52% dos
pacientes com AR genotipos EC heterozigotos e em 22% alelos EC homozigotos. Entretanto,
Balsa et al (36) encontraram que 29,8% dos pacientes eram heterozigotos e 14% eram
homozigotos Neste estudo, apds analise de regressédo logistica dos genétipos HLA-DRB1 com
EC homozigotos e heterozigotos, observamos que pacientes que apresentam EC,
independente de serem homozigotos (OR 3,86) ou heterozigotos (OR 3,5), apresentam risco
aumentado, mas de magnitude semelhante para o desenvolvimento da AR. Este nosso
resultado se contrapde com o de del Rincon et al (81) na qual a analise de 141 pacientes
mexicanos com AR e 54 controles concluiu que existe maior risco para genotipos EC
homozigotos (OR 21,53) quando comparados com genotipos heterozigotos para EC (OR
1,84).

Em relacdo a alelos HLA-DRBL1 protetores para AR, observamos que alelos HLA-
DRB1 codificadores da sequéncia de aminoacidos DERAA estdo associados a um risco
menor de desenvolver AR (OR 0,42), semelhante ao observado por Louzada-Junior et al (34)
em 2008 (OR 0,049). No estudo realizado por Carrier et al (43) em pacientes com poliartrite
de inicio recente acompanhados durante 30 meses, observaram que alelos DERAA nao foram
associados a producdo de autoanticorpos nos pacientes com AR assim como também
mostraram efeito protetor para a doenca (OR 0,30; p=0,001). Mais recentemente, Balsa et al
(36) relataram que estes alelos conferem protecéo para AR apenas com ACPA circulante (OR
0,58;). Outro estudo mostrou que alelos DERAA além de conferir efeito protetor para AR,
estariam associados a enfermidade menos grave.(42)

Alelos HLA-DRB1 com EC foram relacionados com a positividade do FR e ACPA,
embora, somente a presenca do ACPA tenha se mostrado significante (OR 1,26; p=0,313 e
OR 2,03; p=0,001, respectivamente). Irigoyem et al em 2005, (82) observaram forte
associacdo do ACPA com alelos EC, independentemente da presenca FR (OR 5,8; IC 95%
4,1-8,3; p<0,001 e OR 3,1; IC 95% 1,8-5,3; p<0,001). Semelhante ao observado por Balsa et
al, este estudo mostra que genoétipos HLA-DRB1 EC homozigotos apresentam titulacdo média
do ACPA mais alta quando comparada aos gendtipos heterozigotos e aos dos pacientes sem o
EC (36) Neste estudo, observamos que 88,8% de 27 pacientes com alelo HLA-DRB1*09,
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apresentaram ACPA e 85% FR, sugerindo que outros mecanismos ndo EC estariam
implicados no risco genético para AR em pacientes com ou sem FR e ACPA.

Neste estudo, observamos que a presenca de lesdo articular e dssea avaliados pelo
método de Sharp modificado de Van Der Heijde dos pacientes com AR tiveram aumento
progressivo de acordo com o tempo de evolucdo, independentemente da presenca dos alelos
HLA-DRB1 EC. Diferente do observado por estudos prospectivos como o realizado por del
Ricon et al (81) que mostraram que pacientes com AR expressando genotipos HLA-DRB1
EC homozigotos como heterozigotos tiveram maior leséo articular do que os pacientes sem o
EC (p=0,002). Mais tarde Massardo et al (83) mostraram também que pacientes com AR
apresentando um ou dois alelos HLA-DRB1 EC tiveram doenga mais erosiva quando
comparado a pacientes sem esses alelos (RR 4,24; p=0,0002). Além disso, Goronzy et al em
2004 (38) mostraram que alelos HLA-DRB1*04, em particular genotipos homozigotos destes
alelos foram preditores univariados para progressdo radiografica apos 5 anos de seguimento.
Divergéncia que poderia ser explicado pelo tipo de metodologia empregada neste estudo.

Tezenas Du Montcel et al em 2005(8), propuseram uma nova classificacdo de alelos
HLA-DRBL1 reconsiderando a hipotese do EC na susceptibilidade da AR, de acordo com esta
nova classificagdo, o risco para desenvolver AR dependeria estritamente da sequéncia dos
aminoacidos RAA nas posicOes 70 a 72 modulada pelos aminoécidos na posic¢ao 71 e 70, que
levou a definicdo de 5 grupos de alelos HLA-DRB1 S1, S2, S3D, S3P, X. Michou at al
validaram esta nova classificacdo e observaram assim como Du Montcel et al(8) que alelos S2
(p<0,001), S3P (p=0,001) estariam associados com maior risco para AR e alelos S1
(p=0,007), S3D (p=0,02) e X (p=0,003) associados a menor risco para a doenca. Mais
recentemente Gyetvai et al (11), também observaram que alelos S2 (OR 4,06; p=0,002), S3P
(OR 2,42; p=0,01) estavam associados a suscetibilidade a AR e alelos S1 (OR 0,45; p=0,03),
S3D (OR 0,66; p=0,45) e X (OR 0,69; p=0,39) associados a protecdo para a doenca.
Resultados que foram confirmados neste estudo ( p<0,05).

A analise dos gendtipos HLA- DRB1 classificadas por Du Montcel et al (8) mostrou
gue gendtipos S2/S3P (OR 5,72; p=0,015) e S3P/X (OR 2,77, p<0,001) associaram-se
significativamente a maior risco para AR no nosso estudo. Diferente do observado por Du
Montcel et al, (8) que além da associagdo do genotipo S2/S3P (RR 7,58) com a
suscetibilidade da doenca, em outros genotipos contendo alelos predisponentes a
suscetibilidade para a doenga S2/S2 (RR 6,63) e S3P/S3P (RR 3,76), e também mostraram
risco maior para a doenca, seguido dos genoétipos contendo alelos de maior e menor risco para
AR S2/S3D (RR 3,39), S2/X (RR 3,20).
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Ap0s agrupar os alelos associados com risco baixo para AR no denominado alelo L,
assim como realizado por Du Montcel et al (8) e Michou et al, (9) nossos resultados
mostraram que gendtipos S2/S3P foram associados a maior risco para AR (OR 10,43;
p<0,001) semelhante ao observado pelos ultimos autores citados acima (OR 6,62 p<0,001 e
OR 19,5 IC 95% 6,6-57,2) e por Barnetche et al (44) no estudo incluindo populagdo
caucasoide e ndo caucasoide (OR 7,25, p<0,001). Nossos resultados também mostraram que 0
gendtipo S2/S2 esteve expresso somente em um paciente (OR 0), diferente dos resultados
obtidos nos estudos acima citados, que mostraram risco maior para AR (OR 5,91; p<0,001;
OR 18; IC 95% 4,5-7,1 e OR 4,95; p<0,001 respectivamente), outra diferenca observada foi o
risco maior conferido pelos genétipos S2/L (OR 3,86; p<0,001 e S3P/L OR 3,62; p<0,001) no
nosso estudo do que o gendtipo S3P/S3P que mostrou por ordem de hierarquia ter maior risco
nos outros estudos.

Em relacdo a associacdo dos autoanticorpos (FR e ACPA) com alelos HLA-DRB1
classificados por Du Montcel et al.(8) Este estudo, ndo observamos associagdo
estatisticamente significativa entre o FR e alelos HLA-DRB1. Aspecto diferente do observado
por Gourraud et al em 2007, (10) onde alelos S2 estiveram associados a producdo do FR (OR
3,21; p=0,002), e pacientes expressando alelos S1 (OR 0,39; p=0,011) e S3D (0,37; p=0,014)
apresentaram associa¢do com a protecdo para a producdo de FR. Entretanto, nossos resultados
mostraram que alelos S2 mostraram associacao estatisticamente significativa com a producéo
de ACPA (OR 2,42; p=0,02) e alelo S3D foi associado a protecdo para a producdo de ACPA
(OR 0,55; p=0,028). Resultado distinto ao descrito no estudo realizado por Gourraud et al,
(10) no qual além do alelo S2 (OR 3, 21; p=0,002) o alelo S3P (OR 2,65; p=0,006) também
estiveram fortemente associados com a producdo de ACPA enquanto que alelos S3D (OR
0,27; p=0,001) e S1 (OR 0,44; p=0,031) associaram-se com produ¢do do ACPA. Outro estudo
realizado por Gyetvai et al (11) mostrou que ndo so alelos S2 e S3P, mas em menor medida,
alelos S1 e S3D também foram associados com a producdo de ACPA (p<0,0001; OR 2,46;
p=0,004; OR 1,98; p=0,01 e OR 1,24; p=0,027 respectivamente).

Ainda sobre a associacdo de autoanticorpos e alelos HLA-DRB1 segundo a nova
classificacdo, observamos que pacientes expressando alelos de risco maior (S2 e/ou S3P)
estiveram associados somente com a presenca de ACPA (OR 2,11; p=0,001), semelhante a
observada recentemente por Gyetvai et al (OR 4,78; p<0,001) (11).

Os resultados da avaliagdo das radiografias pelo método do escore de Sharp
modificado de Van Der Heijde dos pacientes com AR, mostraram aumento progressivo da

lesdo articular e 6ssea com o aumento do tempo de doenca, independente da expressao de
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alelos ou gendtipos HLA-DRBL classificados por Du Montcel et al (p>0,05) (8). Distinto do
observado no estudo realizado por Gourraud et al em 2006 (12), no qual pacientes com AR
de inicio recente, apds 4 anos de seguimento mostrou que alelos S2 estavam associados a
maior progressdo radioldgica (p=0,004), enquanto que, pacientes com alelos S3D
apresentaram menor progressao radiografica (p<0,001) e gen6tipos com alelo S3D foram
associadas com a protecdo para leséo articular e gendtipos com alelo S2 predisponentes para

maior progressao da gravidade estrutural nos pacientes com AR.
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9 CONCLUSAO

Em sintese, este estudo, com amostra populacional predominantemente mestica
representativa do povo brasileiro, evidenciou que os alelos HLA-DRB1*04:01, *04:04, e
*04:05 se associaram com susceptibilidade aumentada para AR, destacando-se também a
associacdo com o alelo DRB1*09. Os nossos resultados corroboram a associacéo entre alelos
DRB1 EC e a suscetibilidade a AR e ACPA previamente documentada em estudos com
amostras populacionais geneticamente homogéneas. Além disso, mostramos que a presenca
do EC, quer em dose Unica ou dupla, comportou-se como fator de risco independente para a
doenca, bem como a presenca de alelos DERAA apresentaram efeito protetor. Ademais, 0s
alelos HLA-EC estiveram associados a maior positividade e maiores niveis séricos de ACPA.

Também através deste estudo, determinamos a importancia da reavaliacdo da hipdtese
do EC e a proposta de uma nova classificacdo que nos permita estimar o risco dos alelos e
gendtipos em relacdo a suscetibilidade a AR. Nossos resultados corroboram a associagao entre
alelos S2 e S3P com a suscetibilidade aumentada para AR e a associacao de alelos S1,S3D e
X com o efeito protetor para a doenca, assim como a associagdo dos alelos de maior risco com
a producdo de ACPA.

Embora as diretrizes para o diagnostico da AR, estabelecidas pela Sociedade Brasileira
de Reumatologia em 2011(84) recomendem que a pesquisa do HLA-EC ndo deva ser ainda
um exame de rotina diaria ao atendimento de pacientes com suspeita de AR pelo seu custo
elevado, o0 nosso estudo corrobora a sua importancia para o estabelecimento de fatores de

risco e de protecdo ao desenvolvimento da AR.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes com AR

ESTUDO DA PREVALENCIA DOS ALELOS DE HLA-DRBI EM PACIENTES
BRASILEIROS COM ARTRITE REUMATOIDE

Vocé , estd sendo

convidado (a) a participar como voluntario (a) em um estudo, tendo o direito de estar ciente
dos procedimentos que seréo realizados.

A Artrite Reumatdide (AR) é uma doenca caracterizada pela inflamacdo das
articulagbes (juntas) periféricas, principalmente, nas mdos e pés. Apesar dos avancos
cientificos recentes, a causa desta enfermidade permanece desconhecida. Muitos fatores estdo
implicados na progressdo da artrite reumatoide, dentre eles estdo os fatores genéticos. O objetivo deste
trabalho é estudar a freqtiéncia de diferentes alelos HLA-DRB1 nos pacientes com AR.

Serdo convidados a participar desta pesquisa 367 pacientes consecutivos do
ambulatorio de Artrite Reumatdide, da Disciplina de Reumatologia do Hospital Universitario
Pedro Ernesto (Rio de Janeiro), Hospital da UNIFESP (S&o Paulo). Todos os pacientes do
estudo terdo uma ficha preenchida com seus dados clinicos e demogréficos. Serdo realizadas,
no mesmo dia, radiografias de méos e pés e coletado sangue para exames de laboratorio
(soroldgicos e genéticos). As informacgdes obtidas serdo analisadas em conjunto com 0s outros
pacientes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente.

N&o havera despesa pessoal para o participante em qualquer parte do estudo. Também
ndo havera compensacao financeira relacionada a sua participacao.

Os responsaveis por este estudo comprometem-se a utilizar o material coletado
somente para esta pesquisa.

Caso existam davidas sobre este estudo, o responsavel pela pesquisa € Prof. Dr.
Geraldo da Rocha Castelar Pinheiro e Dra. Magali J.Gomez Usnayo que podem ser
encontrado no Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) — Universidade Estadual do Rio
de Janeiro (UERJ), localizado no Boulevard 28 de Setembro, 77 sala 333 — Vila Isabel — Rio
de Janeiro — RJ — Cep 20551-030 ou pelo telefone (21) 2587-6316 ou 2587-6846.

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUPE — UERJ, localizado no
Boulevard 28 de Setembro, 77 térreo — Vila Isabel — Rio de Janeiro — RJ — Cep 20551-030 ou
pelo telefone (21) 2587- 6353.
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Eu, abaixo assinado, acredito ter sido suficientemente informado a respeito das
informagdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo. Ficaram claros para
mim quais sdo 0s propositos do estudo, a metodologia realizada, a garantia de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participagdo é isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidade ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido,

ou no meu atendimento neste servico.

Assinatura do paciente / representante legal
Registro no HUPE:

Assinatura da testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacao neste estudo.

Assinatura do pesquisador-responsavel
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APENDICE B - Estudo da frequencia dos alelos de HLA-DRB1 em pacientes

brasileiros com artrite reumatoide

ESTUDO DA FREQUENCIA DOS ALELOS DE HLA-DRBI EM PACIENTES
BRASILEIROS COM ARTRITE REUMATOIDE

Data / / Centro: Ficha: Médico

Nome do Paciente Registro:

Endereco: Cidade: Estado: _ CEP
- Telefone () Tel. recado () (nome: )

Data de Nascimento: / / ; Sexo: () Feminino () Masculino; Naturalidade (UF):

Cor: ( ) Branca; ( ) Preta; ( ) Parda; ( ) Amarela; ( )Obs
Ascendencia

Asidtico (Oriental) (): Pais/Regido Pai( ) Mée ( ) Avos ( ) Bisavos ()
Caucasdide (Branco) (): Pais/Regido Pai( ) Mae ( ) Avos ( ) Bisavos ( )
Indigena (): Pais/Regido Pai( ) Mée ( ) Avos ( ) Bisavos ( )
Negro ( ): Pais/Regido Pai( ) Mée ( ) Avos ( ) Bisavos ( )
Outra Pais/Regido Pai ( ) Mé&e () Avos ( ) Bisavos ()

Estado Civil: ( ) Casada / Unido estavel; ( ) Solteira ; ( ) Separada/ Divorciada; ( ) Vilva;

Profissdo / Ocupagdo: ( ) do lar ativa; ( ) do lar inativa; ( ) Autbnomo ativo () Autdnomo inativo; ( )
Empregado; ( ) Desempregado; ( ) Aposentado por Idade; ( ) Aposentado por Doenca ( ) Beneficio temporario
Escolaridade ( ) Analfabeto; ( ) 1°Grau completo; ( ) 1°Grau incompleto ( até que série concluiu? __ );

() 2°Grau completo; ( ) 2°Grau incompleto (até que série concluiu? ); () Superior; ( ) Pés-Graduagdo
Renda Familiar (nimero de salarios minimos): Numero de familiares que moram na casa: o

Tabagismo: () atual () passado () inicio antes da AR; ( ) inicio depois da AR; ( ) Nunca
Tempo desde o inicio dos sintomas: Tempo do inicio dos sintomas ao diagnostico:

Tempo do inicio dos sintomas ao primeiro DMARD (meses): Qual foi o DMARD?
Modo de Inicio: ( ) Agudo ( Dias); ( ) Insidioso (Meses); ( ) Palindrédmico;

() Monoarticular; () Oligoarticular; ( ) Poliarticular

() Simétrico; ( ) Assimétrico
Manifestacdes Gerais: ( ) febre; ( ) emagrecimento; ( ) fadiga; ( )Outra

Historia familial de Doenga Reumatica Auto-imune:( ) Sim ( ) Nao Qual: Parentesco:

CRITERIOS DA ACR para a classificagio da Artrite Reumatéide (1987)

1. Rigidez matinal > 1 hora por, S() N()
2. Edemade 3 ou + articulagdes S() N()
3. Edema de punhos, metacarpofalangeanas ou interfalangeanas proximais S() N()
4. Edema articular simétrico S() N()
5. Rx mostrando osteopenia peri-articular ou erosédo articular S() N()
6. Presenca de nddulo reumatdide S() N()
7. Fator reumatoide sérico positivo S() N()
Obs: Os itens 1, 2, 3 e 4 precisam estar presentes por, no minimo, 6 semanas
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MANIFESTACOES EXTRA-ARTICULARES (em qualquer época desde inicio da doenca):

Oculares ( ) episclerite ( ) esclerite ( ) ceratoconjuntivite seca ( ) uveite anterior

Mucosa oral ( ) xerostomia

Cutaneas ( ) Raynaud ( ) vasculite digital ( ) Glcera cutanea ( ) nddulos subcutaneos ( ) eritema palmar
Cardiacas( ) pericardite

Pulmonares ( ) derrame pleural () pneumopatia intersticial ( ) nédulo pulmonar

Neuroldgicas () neuropatia periférica ( ) Sindrome do tanel do carpo

Hematoldgicas ( ) anemia (Hb <12 mg%) Outras

PASSADO DE CIRURGIA ORTOPEDICA: (QUAL?):
DOENGAS ASSOCIADAS

CAPACIDADE FUNCIONAL — ACR — STEINBROCKER

() Classe | — Realiza todas as atividades usuais da vida diaria sem limitacéo (pessoais, profissionais e recreativas)
() Classe Il — Limitado para atividades recreativas ou esportivas (apresenta dor em 1 ou + articulacdes)

() Classe 11l — Limitado para atividades profissionais, recreativas e esportivas

( ) Classe 1V — Limitado para as atividades usuais da vida diéria ( pessoais, profissionais e recreativas)

EXAMES COMPLEMENTARES

VHS: mm/1%hora;
PCR: mg/dl;

FR: ul/mL;
CCP: Ul/mL;

( ) SOROTECA  (numero de vials):

() HLA-DRB1*0401; ( ) HLA-DRB1* 0404; ( ) HLA-DRB1* 0101; () ()

() DNATECA;

() Radiografia de m&os (dorso-palmar)
Espaco Articular: / Eroséo: / Escore de vHSharp: ()
Radiografia de pés (dorso-plantar)

Espago Articular: / Eros&o: / Escore de vHSharp:

Medicamento Atual Passado

Nome Dose Tempo Dose Tempo Dose

Acumulada Acumulada

Analgésico:

AINE:

Coxibe:

Corticosterdide:

Cloroquina:

Hidroxicloroquina

Metotrexato (VO):

Metotrexato (SC):

Sulfasalazina:

Leflunomida:

Azatioprina:

Sais de Ouro:

Ciclosporina:

Anti-TNF:
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NAD =

NAD,g =

NAE =

NAE;s =

ADG mp (0-100) =

ADCpac (0-100) =

EVApor (0-100) =
AGSpac (0-100) =
DASys =

HAQ 0-3)=

SF'36 Fisico -

SF'36 MENTAL -

100

Sem Atividade

Paciente (AD¢Pac, Dor e AGSPac)

Atividade Maxima

0 100
Sem Atividade Atividade Maxima
0 100
Sem Dor Pior Dor Possivel
0 100
Muito Bem Muito Mal

NAD/E = nimero de articulagdes dolorosas/edemaciadas

NAD5/E,g = nimero de articulagdes(28) dolorosas/edemaciadas
AD¢MD = Avaliacao da atividade de doenga pelo médico (no momento da consulta)
ADc¢Pac = Avaliacdo da atividade de doenca pelo paciente (no momento da consulta)

DOR = Escala visual anal6gica de dor (na dltima semana)

AGSPac = Avaliagdo global do estado de saude pelo paciente (no momento da consulta)

HAQ = Health Assessment Questionnaire
SF-36 fisico/mental = Componente fisico e mental do S
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APENDICE C- Termo de consentimento livre e esclarecido para o grupo controle

ESTUDO DA PREVALENCIA DOS ALELOS DE HLA-DRBI EM PACIENTES
BRASILEIROS COM ARTRITE REUMATOIDE

Vocé , esta sendo convidado

(@) a participar como voluntario (a) em um estudo, tendo o direito de estar ciente dos
procedimentos que serdo realizados.

A Artrite Reumatdide (AR) é uma doenca caracterizada pela inflamacgédo das
articulagdes (juntas) periféricas, principalmente, nas mdos e pés. Apesar dos avangos
cientificos recentes, a causa desta enfermidade permanece desconhecida. O objetivo deste
estudo é Estudar a freqUéncia de diferentes alelos HLA-DRB1 nos pacientes com AR do
Hospital Universitario Pedro Ernesto do Rio de janeiro.

Serdo convidados a participar desta pesquisa 367 pacientes consecutivos do
ambulatorio de Artrite Reumatdide, da Disciplina de Reumatologia e 367 voluntarios de 30 a
55 anos da campanha de doadores de medula 6ssea 0s quais participaram como grupo
controle neste estudo. As informagOes obtidas serdo analisadas em conjunto com 0s outros
pacientes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente.

Os pacientes do grupo controle, serdo entrevistados e examinados com a finalidade de
obter: dados demogréaficos e clinicos para afastar a presenca de AR nestes pacientes. Os
pacientes selecionados serdo submetidos a coleta de sangue para determinacdo do HLA-
DRB1. Néo havera despesa pessoal para o participante em qualquer parte do estudo. Também
ndo havera compensacao financeira relacionada a sua participacao.

Os responsaveis por este estudo comprometem-se a utilizar o material coletado
somente para esta pesquisa.

Caso existam duvidas sobre este estudo, o responsavel pela pesquisa € Prof. Dr.
Geraldo da Rocha Castelar Pinheiro e Dra Magali J. Gomez Usnayo que poderam ser
encontrado no Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) — Universidade Estadual do Rio
de Janeiro (UERJ), localizado no Boulevard 28 de Setembro, 77 sala 333 — Vila Isabel — Rio
de Janeiro — RJ — Cep 20551-030 ou pelo telefone (21) 2587-6316 ou 2587-6846.

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUPE — UERJ, localizado no
Boulevard 28 de Setembro, 77 térreo — Vila Isabel — Rio de Janeiro — RJ — Cep 20551-030 ou
pelo telefone (21) 2587- 6353.
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Eu, abaixo assinado, acredito ter sido suficientemente informado a respeito das
informagdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo. Ficaram claros para
mim quais sdo 0s propositos do estudo, a metodologia realizada, a garantia de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participagdo é isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidade ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste servico.

Assinatura voluntario

Assinatura da testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacao neste estudo.

Assinatura do pesquisador-responsavel
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APENDICE D - Ficha para o grupo controle

ESTUDO DA PREVALENCIA DOS ALELOS DE HLA-DRBI EM PACIENTES BRASILEIROS
COM ARTRITE REUMATOIDE

Data: _ /__ /____ Registro: Meédico:

Nome do Paciente: Registro:

Endereco: Cidade: Estado: __ CEP:
- Telefone( ) Tel. recado () (nome: )

Data de Nascimento: __ /__ /_ ;ldade: __ Sexo: ( )Feminino ( ) Masculino; Naturalidade (UF): __ ;

Cor: ( ) Branca; ( ) Preta; ( ) Parda; ( ) Amarela; () Indigena. Outras:

Ascendéncia :

Asiatico(Oriental) ( ): Pais/Regido Pai( ) Mée ( ) Avos ( ) Bisavos ( )
Caucasoide (Branco) (): Pais/Regido Pai( ) Mée ( ) Avos ( ) Bisavos ( )
Indigena (): Pais/Regido Pai( ) Mée ( ) Avos ( ) Bisavos ( )
Negro (): Pais/Regido Pai( ) Mée ( ) Avos ( ) Bisavos ( )
Outra Pais/Regido Pai( ) Mée ( ) Avos ( ) Bisavos ( )

Est Civil:( )Casada/Unido estavel; ( )Solteira (hunca casou ou teve unido estavel); ( )Separada/Divorciada; ()Vilva;
Profissdo / Ocupacéo: ( ) do lar ativa; () do lar inativa; ( ) Autbnomo ativo ( )

Autdnomo inativo; ( ) Empregado; ( ) Desempregado; ( ) Aposentado por Idade; ( ) Aposentado por Doenca ( ) Beneficio

temporario

Escolaridade ( ) Analfabeto; ( ) 1°Grau completo; ( ) 1°Grau incompleto ( até que série concluiu? __ );
() 2°Grau completo; ( ) 2°Grau incompleto (até que série concluiu? ); () Superior; () Pés Graduagdo;
Renda Familiar (nimero de salarios minimos): NUmero de familiares que moram na casa:

Tabagismo: ( ) atual ( ) passado ( ) Nunca; Carga tabagica: (mago/ano)

Queixas Articulares : Passada

Dor articular: () Néo () Sim ()N&o () Sim

Dor articular em mais de uma articulagdo: () N&o ()Sim.Quantas? __ ( )N& () Sim. Quantas?__
Dor articular mais sinovite: () Néo ()Sim.Quantas? __ ( )Ndo () Sim. Quantas?__

Em caso de dor em mais de 2 articulages com sinovite. Tem ou j4 teve? :

1. Rigidez matinal > 1 hora por, S() N()
2. Edemade 3 ou + articulagdes S() N()
3. Edema de punhos, metacarpofalangeanas ou interfalangeanas proximais S() N()
4. Edema articular simétrico S() N()
5. Presenca de nddulo reumatdide S() N()
6. Fator reumatdide positivo S() N()
7. Raios X (alteragdes compativel com AR) S() N()
Outros diagndsticos:

Auto-declarado:

Hipotese Diagndstica:
Historia familial de Doenga Reumatica Auto-imune:( ) Sim ( ) Nao Qual: Parentesco:

DOENCAS ASSOCIADAS:




APENDICE E - Artigo cientifico publicado

ARTIGO ORIGINAL

Estudo da frequéncia dos alelos de HLA-DRB1

em pacientes brasileiros com artrite reumatoide

Magali Justina Gomez Usnayo', Luis Eduardo Coelho Andrade?,
Renata Triguenho Alarcon®, Juliana Cardoso Oliveira®, Gustavo Milson Fabricio Silva®,
Izidro Bendet®, Rufus Burlingame®, Luis Cristdvio Porto’, Geraldo da Rocha Castelar Pinheiro®

RESUMO

Osalelos HLA-DRBI, que codificam uma sequéncia de aminodcidos (QKRAA/QRRAA/RRR AA) nas posigoes 70 a 74
da terceira regido hipervaridvel da cadeia B1 do gene DRB 1, denominada epitopo compartilhado (EC), estdo associados
a maior suscetibilidade e gravidade para artrite reumatoide (AR) em diversas populagdes. Objetivo: Determinar a fre-
quéncia dos alelos HLA-DRB1 em pacientes brasileiros com AR, e sua associagdo a fator reumatoide (FR) e anticorpos
antipeptideos citrulinados (ACPA). Material e métodos: Foram incluidos 412 pacientes com AR e 215 controles. A
tipificagio HLA-DRBI foi realizada pela reagiio em cadeia da polimerase (PCR) usando primers especificos e hibridizagio
com oligonucleotideos de sequéncia especifica (SSOP). A pesquisa de ACPA foi determinada pela técnica de ELISA, e a
do FR por nefelometria. Para andlises estatisticas foram utilizados os testes do qui-quadrado e 7 de Student e a regressio
logistica. Resultados: Alelos HLA-DRB1*04:01, *04:04 e *04:05 associaram-se a AR (P < 0,05)); a despeito do amplo
intervalo de confianga, vale a pena ressaltar a associagio observada entre o alelo DRB1*09:01 e a doenga (P < 0,05).
Alelos HLA-DRB 1 EC+ foram observados em 62,8% dos pacientes e em 31,1% do grupo-controle (OR 3,62; P<0,001)
e estiveram associados a ACPA (OR 2,03; P < 0,001). Alelos DRB1-DERAA mostraram efeito protetor para AR
(OR 0,42; P<0,001). Conclus@io: Em uma amostra de pacientes brasileiros com AR de etnia majoritariamente mestiga,
alelos HLA-DRB1 EC+ estiveram associados 4 suscetibilidade & doenca e 4 presenga de ACPA.

Palavras-chave: HLA-DRBI, epitopo compartilhado, artrite reumatoide, polimorfismo génico, imunogenética.

© 2011 Elsevier Editora Ltda. Todos os direitos reservados.

- entre a quarta e a sexta décadas, ¢ é duas a trés vezes mais
INTRODUCAO

frequente em mulheres que em homens.?

A artrite reumatoide (AR) ¢ uma doenca sistémica crénica,
caracterizada pelo acometimento inflamatdrio da membrana
sinovial das articulacdes, levando a destruicio dssea e cartila-
ginosa. Sua prevaléncia na populacio adulta mundial é de 0,5%
a 1%, e no Brasil ¢ de 0,46%."' Apresenta pico de incidéncia

Embora sua etiologia permanega desconhecida,® véarios
estudos sugerem que uma combinacgio de fatores genéticos e
ambientais esteja envolvida. O fator genético contribui com
cerca de 60% da suscetibilidade para AR.* Embora o papel
da hereditariedade ndo esteja completamente compreendido,

Recebido em 19/6/2011. Aceito, apds revisio, em 21/6/2011. Os autores declaram a inexisténcia de conflitos de interesse. Comité de Etica: CEP-HUPE 2169,
Apoio financeiro: Centro de Estudos em Reumatologia Pedro Ernesto — CERPE.

Disciplina de Reumatologia do Hospital Universitdrio Pedro Ernesto — UER].
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2. Professor-Associado da Disciplina de Reumatologia da Universidade Federal de S3o Paulo — UNIFESP
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5. Consultor Cientifico de Imunologia do Sérgio Franco Medicina Diagndstica — DASA
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Correspondéncia para: Geraldo da Rocha Castelar Pinheiro. Boulevard 28 de Setembro, 77 —sala 333 — Vila Isabel. CEP: 20551-030. Rio de Janeiro, R, Brasil.
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o fator de risco predominante, responsavel por 30% a 50%
do componente genético, parece estar ligado aos antigenos
leucocitarios humanos (HLA, do inglés, human leukocyte
antigen). O HLA localiza-se no complexo principal de histo-
compatibilidade (MHC, do inglés, major histocompatibility
complex) presente no brago curto do cromossoma 6 (6p21.3).
Um grupo de alelos do lécus HLA-DRB1 (DRB1*01:01,
DRB1%¥01:02, DRB1*04:01, DRB1*¥04:04, DRB1*04:05,
DRB1#04:08, DRB1*04:10, DRB1*10:01, DRB1*14:02)
codifica uma sequéncia de aminoacidos compartilhada
(QKRAA/QRRAA/RRRAA, onde Q = glutamina; K = lisina;
R = arginina e A = alanina), localizada no sulco de ligacio ao
peptideo, nas posi¢des 70 a 74 da terceira regido hipervaridvel
da molécula HLA-DR, sequéncia esta denominada de epitopo
compartilhado (EC).¢

Acredita-se que o EC esteja envolvido na patogénese da
AR, por servir de local de ligacdo no processo de apresentagio
de peptideos artritogénicos para as células T CD4* envolvidas
na resposta imunoinflamatoria dessa doenga. Além disso, o EC
pode estar envolvido no processo de indugdo de algumas célu-
las B a diferenciarem-se em plasmacitos, levando a formagio
dos anticorpos antipeptideos citrulinados (ACPA, do inglés,
anti-citrullinated peptides antibody).” Além do seu papel na
suscetibilidade para AR, alelos que contém as sequéncias do EC
(principalmente homozigotos) estdo associados as formas mais
graves da enfermidade e as manifestagdes extra-articulares,®
bem como a presenga de doenca erosiva.®'?

Estudos realizados em diversos grupos étnicos mostra-
ram a existéncia de variagdes consideraveis com relacdo a
associagdo dos alelos de HLA-DRB1 com a suscetibilidade
a AR Alelos HLA-DRB1#04:01 e *04:04 esto associados a
suscetibilidade a doen¢a em individuos caucasianos do norte
da Europa e dos Estados Unidos;'? o DRB1#04:05 em corea-
nos, japoneses e chineses;'** 0 DRB1*01:01 e o *10:01 em
gregos, espanhdis e judeus israelenses;'>'* o DRB1*14:02
em indios nativos americanos, peruanos'*'® ¢ equatorianos;"
0 DRB1*04:04 em colombianos ¢ argentinos.®*' No Brasil,
Bertolo e al. observaram associagdo da AR ao DRB1*01:01
e *01:02 em 65 pacientes caucasianos. Mais recentemente,
Louzada-Junior et al. > encontraram associag¢iio da doenga aos
alelos DRB1*%04:01, *04:04, ¥04:05, ¥01:01 ¢ *10:01 em 140
pacientes, de maioria étnica caucasiana.

Em contrapartida, os alelos HLA-DRB1, com uma sequén-
cia de aminoacidos comum, DERAA (D = acido aspartico,
E = acido glutimico, R = arginina, A = alanina), expressa nos
alelos DRB1*01:03, *04:02, *11:02, *11:03, *13:01, 13.02 ¢
#13:04, parecem estar associados a menor risco para o desen-
volvimento da AR, independentemente da presenca do EC.

Rev Bras Reumatol 2011;57(5):465-483

A presenca desses alelos parece também ser protetora contra
doenga erosiva grave, mesmo em pacientes com ACPA 24

Os principais marcadores imunologicos da AR, fator
reumatoide (FR) ¢ ACPA, aparentemente também estdo en-
volvidos na patogénese da sinovite reumatoide. A presenca
de titulos elevados de ambos foi associada a doenga mais
agressiva e erosiva.”*?’

Alguns estudos em pacientes com AR tém mostrado re-
sultados contraditorios com relagido a associacdo do EC e a
positividade do FR.%** Ao mesmo tempo, parece haver uma
associac@o dos alelos EC+ apenas em pacientes com AR que
apresentam ACPA positivos,* e que essa associagio seria mais
intensa com ACPA que com a propria AR.*' Tal associagio
sugere que os alelos EC poderiam influenciar a apresentagio
do antigeno levando a produgio de ACPA. Mais recentemente,
foi observado que o risco conferido pelo tabagismo, principal
fator ambiental, é particularmente elevado nos individuos que
possuem alelos HLA-DR EC+ com ACPA .

Tendo em conta a diversidade dos resultados da literatura
referentes a associagdo de alelos HLA-DRB1 a AR em dife-
rentes etnias, o objetivo do presente estudo foi determinar a
associacdo entre esses alelos e a AR, incluindo a presenca de
FR e/ou ACPA em uma populacio de pacientes brasileiros
altamente miscigenados.

MATERIAL E METODOS
Pacientes e controle

Nosso estudo foi tipo caso-controle, em que foram incluidos
pacientes com AR. Todos preencheram pelo menos quatro dos
sete critérios para classificagdo diagnostica da AR estabelecidos
pelo American College of Rheumatology (ACR).* Os pacientes
selecionados ndo apresentavam outras doengas autoimunes e eram
acompanhados regularmente nos ambulatorios de AR das discipli-
nas de Reumatologia do Hospital Universitario Pedro Ernesto, da
Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ), e do Hospital
Séo Paulo, da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP),
de outubro de 2007 a agosto de 2009. No grupo-controle foram
incluidos individuos doadores voluntarios de medula dssea, de
campanhas de doaciio realizadas em diferentes bairros do Rio
de Janeiro, de maio de 2008 anovembro de 2009, A faixa etaria
dos doadores foi de 18 a 55 anos, eram de ambos os géneros ¢
ndo apresentavam queixa atual ou passada de artrite. Também
nio foram incluidas pessoas com historia familiar de AR ou
outras doeng¢as autoimunes em parentes de primeiro grau.
Foram selecionados os maiores de 30 anos, para mimimizar
o viés de andlise quanto ao possivel diagnostico futuro dessa
doenga neste grupo.
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Apds serem informados sobre a natureza do estudo e terem
assinado o Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido, os
participantes foram submetidos a uma entrevista clinica, com
ficha padronizada para os dois grupos. Foram registrados dados
demograficos para ambos os grupos, além de caracteristicas
clinicas para o grupo dos pacientes. Ambos os grupos tiveram
amostra de sangue coletada para tipificacio do HLA. O grupo
de pacientes foi submetido, também, a detecgdo de autoanti-
corpos (FR e ACPA).

Os grupos foram pareados para género e etnia. A atribui-
¢do da origem éinica foi realizada pelo mesmo investigador,
apos solicitar aos pacientes e doadores voluntarios dados
sobre sua ascendéncia. Foi considerado de etnia negra ou
caucasiana aquele individuo com os quatro avds com as-
cendéncia negra ou caucasiana, respectivamente, e mesti¢o
quando pelo menos um dos avos era de etnia diferente. Nao
foram incluidos descendentes de asiaticos, com a finalidade
de evitar viés de seleciio.

Em ambos os grupos foram excluidos os individuos que
ndo possuiam quantidade de DNA ou soro suficientes para
uma adequada analise da tipificagdo do HLA ou dosagem dos
autoanticorpos. Nio foram incluidas também pessoas cuja
tipificacfio mostrou resultado ambiguo.

Tipificacdo HLA-DRB1

Os alelos HLA-DRB1 foram determinados para todos os pa-
cientes com AR e controles. A tipificagio HLA foi realizada
pela rea¢do em cadeia da polimerase (PCR) usando primers
especificos e hibridizacio com oligonucleotideos de sequén-
cia especifica ((SSOP, do inglés, sequence-specific oligonu-
cleotide probe) (One Lambda Inc., Canoga Park, CA, EUA).

Definicdao dos alelos HLA-DRB1 de risco para AR

Todo individuo com tipificacio paraos alelos HLA-DRB1*01:01,
*01:02, *04:01, *04:04, *04:05, *04:08, *04:10, *10:01 e
*14:02 foi considerado portador do epitopo compartilhado
(EC+), podendo ser em uma dose (EC+/-) ou dose dupla
(EC+/+). Associagdes de risco para AR entre alelos HLA-
DRBI foram realizadas a partir de combinagdes genotipicas
estabelecidas na auséncia de EC (-/-), na presenca de uma dose
do EC (+/-) ou de dose dupla do EC (+/+). A associagio do
HLA-DRBI com as caracteristicas sorologicas nos pacientes
com AR também foi realizada.

Definicao dos alelos HLA-DRB1 de protecao para AR
Todo individuo com tipificacio paraos alelos HLA-DRB1*01:03,
*04:02, ¥11:02, *11:03, *¥13:01, *13:02 ¢ *13:04 foi definido
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como portador da sequéncia DERAA (protetora), podendo ser
em uma dose ou em dose dupla.

Os individuos cuja tipificagio compreendia alelos ndo
pertencentes a sequéncia do EC ou a sequéncia DERAA
foram definidos com X, podendo estar em uma dose ou em
dose dupla.

Assim, formaram-se seis grupos de individuos para anélise,
de acordo com a presenca dos alelos DRBI:

Grupo A: dose dupla (homozigotos) para EC (EC/EC);
Grupo B: dose tmica (heterozigoto) alelo EC (EC/X);
Grupo C: dose unica de EC e de DERAA (EC/DERAA);
Grupo D: auséncia de EC e de DERAA (X/X);

Grupo E: dose tnica de DERAA (DERAA/X);

Grupo F: dose dupla de DERAA (DERAA/DERAA).

Determinacdo de FR e ACPA

A detecgdo do ACPA foi realizada empregando o QUANTA
Lite® de 2* geracdo CCP ELISA (INOVA Diagnostics,
Inc — San Diego, EUA) de acordo com as instrugdes do
fabricante. A quantificacdo de FR IgM foi realizada pela
técnica de nefelometria (Dade Behring Marburg GmbH —
Alemanha). Para o FR IgM foram considerados positivos
titulos = 20 Ul/mL, e elevados quando > 100 Ul'mL. Para
o ACPA foram considerados positivos titulos > 20 U/mL, e
elevados quando > 60 U/mL.

Anadlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa Epi Info 6. A
analise da associacdio entre as varidveis categoricas foi feita
pelo teste do qui-quadrado (com corregdo de Yates) ou teste
exato de Fisher. As varidveis quantitativas com distribuigdo
normal foram testadas utilizando-se teste 7 de Student para
amosiras independentes ou Mann-Whitney e analises de
varidncia. Valores de P < 0,05 foram considerados estatis-
ticamente significativos. Andlise de regressio logistica foi
utilizada para categorizar o risco de associacio dos alelos
HLA-DRBI.

RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 412 (95%) dos 430 pacientes com
AR e 215 (74%) dos 290 controles doadores voluntarios de
medula éssea. As caracteristicas de género e etnia foram
similares em ambos os grupos (P = 0,722 ¢ P = 0,552). Os
demais dados demograficos, clinicos e laboratoriais dos pa-
cientes com AR e do grupo-controle encontram-se descritos
na Tabela 1.
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Associacao de grupos alélicos HLA-DRB1 com AR

A Tabela 2 mostra a distribuicdo das frequéncias de grupos
alélicos do HLA-DRBI e a associag@o a suscetibilidade e
proteciio para AR entre 412 pacientes com AR e 215 volunta-
rios do grupo-controle. Alelos HLA-DRB1*04 (OR = 2,69),

*09 (OR = 5,19) e *14 (OR = 2,26) estiveram associados a
suscetibilidade a AR (P < 0,05), enquanto os alelos DRB1*11
(OR=0,45)e *13 (OR=10,53) estiveram associados & protecdo
ao desenvolvimento da AR (P < 0,05). De forma semelhante,
quando realizamos a tipificagdo dos alelos HLA-DRB 1 por alta

Tabela 1
Caracteriza¢io demografica e clinico-laboratorial de pacientes com AR e grupo-controle
Variavel AR (n=412) Controle (n = 215) P
Idade (média + DP, anos) 51,8+ 11,5/52,5 42,654 < 0,001
Género feminino (%) 376 (90,8) 198 (92,1) 0,722
Etnia 0,552
Maesticos (%o) 272 (66) 147 (68,4)
Brancos (%) T1127) 581(27)
Negros (%) 29(7) 10(4,7)
Tempo de doenca (média + DP, anos) 92+7,5 —
FR+ (%) 257 (62,5) —
Titulagdo do FR imédia + DP, Ul/mL) 288 + 668 —
ACPA+ (%) 294 (71,3) —
TTitulagdo do ACPA (média + DP, U/mL) 135+51,5 —

AR: artrite reumatoide; ACPA: anticorpo antipeptideo citrulinado; FR: fator reumatoide; DP: desvio-padréo.

Tabela 2

Frequéncias dos grupos alélicos do HLA-DRBI (baixa resolug@o) em pacientes com AR e grupo-controle
Grupo alélico AR =412, n(%) Controle = 215, n(%) OR 95% IC P

*01 113 (14) 45 (10,5) 1,36 0,93-2,00 NS
*03 73(9) 54 (12,5) 0,68 0,46-1,00 NS
*04 186 (22,5) 42 (10) 2,69 1,86-3,92 0,001
*07 79(9,5) 52 (12) 0,77 0,52-1,14 NS
*08 38(5) 20 (5) 0,99 0,55-1,79 NS
Li0.t) 29(3,5) 31 5,19 1,50-21,49 0,004
*10 27 (3) 14 (3) 1,01 0,50-2,04 NS
*11 53 (6) 57 (13) 0,45 0,30-0,68 0,001
*12 121(1,5) 91(2) 0,69 0,27-1,79 NS
*13 85 (10) 77 (18) 0,53 0,37-0,75 0,001
*14 381(5) 9(1) 2,26 1,04-5,09 0,038
*15 64 (8) 43 (10) 0,76 0,50-1,16 NS
*6 27 (3) 11 (2,5 1,29 0,61-2,80 NS
TOTAL 824 430

AR: artrite reumatoide; OR: razdo de risco; NS: ndo significante.
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Tabela 3

Frequéncia alélica do HLA-DRB1 em pacientes com AR ¢ grupo-controle

Alelos HLA-DRB1 AR = 824, n(%) Controle = 430, n(%) OR 95% IC P
*01:01 68 (8,3) 26(6) 1,40 0,86-2,29 NS
*01:02 41(5) 17 (4) 1,27 0,69-2,36 NS
*01:03 4 (0,5) 2(0,5) 1,04 0,16-8,22 NS
*03 73(8,8) 54(12,5) 0,68 0,46-1,00 NS
*04:01 41 (5) 81(1,9) 2,76 1,23-6,44 0,010
*04:02 14(1,7) SR 1,47 0,49-4,70 NS
*04:03 9(1,1) 5(1,2) 0,94 0,29-3,23 NS
*04:04 42 (5) 6(1,4) 3,80 1,53-10,0 0,002
*04:05 48 (5,8) 10142,3) 2,60 1,25-5,53 0,007
*04:06 3(04) 1(0,2) 1,57 0,15-39,2 NS
*04:07 710,8) 310,7) 1,22 0,28-5,97 NS
*04:08 12(1,5) 0(0,0) ND ND NS
*04:10 3(04) 0(0,0) ND ND NS
*04:11 71(0,8) 4100,9) 0,91 0,24-3,72 NS
*o7 791(9,6) 52(12,1) 0,77 0,52-1,14 NS
*08 38(4,6) 20(4,7) 0,99 0,55-1,79 NS
*09:01 29(3,5 30,7) 5,19 1,50-21,49 0,004
*10:01 271(3,3) 81(1,9) 1,79 0,77-4,31 NS
*1 53 (6,4) 57 (13,2) 0,45 0,30-0,68 0,001
*12 12(1,4) 9(2,1) 0,69 0,27-1,79 NS
*13 85(10,3) 77(17,9) 0,53 0,37-0,75 0,001
*14:01 20(2,4) 6(1,4) 1,76 0,66-4,92 NS
*14:02 18(2,2) 30,7) 318 0,88-13,63 NS
*15 64 (7,8) 43 (10) 0,76 0,50-1,16 NS
*16 27(3,3) 112,6) 1,29 0,61-2,80 NS

AR: artrite reumatoide; OR: razéio de risco; NS: ndo significante.

resolucido (Tabela 3), a analise das frequéncias alélicas mostrou
que os alelos *DRB1*04:01 (OR =2,76), *04:04 (OR = 3,80),
*04:05 (OR=2,60) ¢ *09:01 (OR =5,19) estiveram associados
a suscetibilidade a AR (P < 0,05).

Associagdo dos alelos HLA-DRB1
do EC na suscetibilidade a AR

A Tabela 4 mostra a distribuigdo de pacientes com AR ¢
individuos do grupo-controle de acordo com a presenca
dos alelos HLA-DRB1 EC+. Observamos maior frequ-
éncia de gendtipos heterozigotos (51%) que homozigotos
(11%) no grupo de pacientes, estando ambos associados a
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suscetibilidade a AR (OR = 2,90, P < 0,001 ¢ OR = 2,27,
P<0,001, respectivamente). Por fim, observamos frequéncia
aumentada do EC no grupo de pacientes com AR (62,8%)
quando comparados com os controles (31,1%), conferindo
um OR = 3,59 (P = 0,05).

A andlise de regressio logistica dos dados dos pacientes
com AR e grupo-controle com gendtipos homozigotos e hetero-
zigotos HLA-DRB1 com EC+ e DRBI1 sem EC- mostrou risco
aumentado para a doenca de 3,86 vezes mais entre pacientes
que apresentam gendtipos homozigotos (IC 95% 1,84-8,24;
P<0,001), e de 3,54 vezes mais entre 0s que apresentam ge-
notipos heterozigotos (IC 95% 2.40-5,21; P <0,001).
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Especificidades individuais de HLA-DRBI associados a AR entre brasileiros
de acordo com gendtipos relacionados a presenca do EC

EC e gendétipo AR =412, n(%) Controle = 215, n(%) OR 95% IC P
Alelos EC+/EC- 210 (51) 56 (26) 2,90 1,99-4,23 < 0,001
*01:01 48(11,6) 181(8,3) 1,44 0,79-2,65 0,257
*01:02 32(7,7) 11(5,1) 1,56 0,74-3,37 0,280
*04:01 23 (5,5) 6(2,7) 2,06 0,78-5,74 0,167
*04:04 27 (6,5) 4(1,8) 3,70 1,21-12,54 0,017
*04:05 35 (8,4) 7(3,2) 2,76 1,15-6,94 0,020
*04:08 8(1,9) — NS — 0,092
*04:10 31(0,7) — NS — 0,519
*10:01 21(5) 7(3,2) 1,60 0,63-4,20 0,392
*14:02 13 (3,1) 3(1,3) 2,30 0,61-10,28 0,289
Alelos EC+/ EC+ 45 (11) 11.(5) 2,27 1,11-4,77 0,023
*01:01/*01:01 10,2 11(0,4) NS NS NS
*01:02/%01:02 100,2) 11(0,4) NS NS NS
*04:01/*04:01 10,2 — NS NS NS
*04:04/%04:04 310,7) — NS NS NS
*04:05/*04:05 10,2 — NS NS NS
*14:02/*14:02 10,2 — NS NS NS
*01:01/%04:01 81,9 2(0,9) 21 0,41-14,50 0,532
*01:01/%04:04 31(0,7) — NS NS NS
*01:01/*04:05 31(0,7) 2(0,9) NS NS NS
*01:01/*10:01 210,5) — NS NS NS
*01:02/*04:01 210,5) — NS NS NS
*01:02/*04:04 310,7) 10,9 NS NS NS
*04:01/*04:05 310,7) 10,9 NS NS NS
*04:01/*10:01 2(0,5) — NS NS NS
*04:05/*10:01 210,5) — NS NS NS
Outros 9(2,2) 3(1,3) 1,58 0,39-7,43 0,705
Tolal EC+ 255 (62,8) 67 (31,1) 3,59 2,49.5,17 < 0,001

AR: artrite reumatoide; EC+: epltopo compartilhado positivo; EC-: epitope compartilhado negative; OR: razio de risco; NS: ndo significante.

Associacdo dos alelos HLA-DRB1-DERAA
na protecdo ao desenvolvimento da AR

Avaliando a influéncia da presenca de alelos DERAA | obser-
vamos que 79 (19%) pacientes com AR e 78 (36%) controles
possuem os alelos de HLA-DRB1 codificando DERAA, o que
indica que sua presenca confere protecio para AR (OR=0,42;
IC 95% 0,28-0,61; P< 0,001).
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O efeito de alelos DERAA na auséncia de alelos EC foi
avaliado comparando os grupos D (X/X) e E (X/DERAA)
mais o grupo F (DERAA/DERAA). Individuos com DERAA
positivo tiveram menor risco para desenvolver AR (OR =0,56;
IC 95% 0,34-0,92; P=0,021).

A comparagao entre os grupos B (EC/X) e C(EC/DERAA)
revelou que, na presenga de um alelo EC, a codificacio de ale-
los DERAA conferiu menor suscetibilidade para AR, embora
sem significincia estatistica (OR = 0,60; IC 95% 0,28-1,29;
P=0,216) (Tabela 5).
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Tabela 5

Frequéncias de genotipos HLA-DRB1 de suscetibilidade (EC) e

protecdo (DERAA) em pacientes com AR e grupo-controle

Grupo Genétipo HLA-DRB1 AR = 412, n(%) Controle = 215, n(%)
A EC/EC 45(10,9) 1151

B EC/X 175 (43,2) 42 (19,5)

C EC/DERAA 35(7,7) 14 (6,5)

D XX 110 (26,6) 84(39,1)

E X/DERAA 43(10,4) 57 (26,5}

F DERAA/DERAA 410,9) 713,3)

Alelos EC séo HLA-DRB1 *01:01, *01:02, *04:01, *044:04, *04:05, *04:08, *10:01 & *14:02. Alelos DERAA sdo HLA-DRB1 *01:03, *04:02, *11:02, *11:02, *13:01, *13:02 & *13:04. Alelos X séo todos 0s

outros alelos HLA-DRBA.

OR, IC 95% e valor P dos seguintes dados: Grupo B comparado ao grupo C: OR 0,60; IC 95% 0,28-1,29; P = 0,216. Grupo D comparado aos grupos E e F: OR 0,56; IC 05% 0,34-0,02; P = 0,021.

Grupo A mais B comparado ao grupo D: OR 3,17; IC 95% 2,05-4,90; P = 0,00.

Tabela 6
Frequéncia de alelos HLA-DRB1 EC e autoanticorpos em 412 pacientes com AR
Autoanticorpos EC+, n(%) EC-, n(%) OR 95% IC P
Fator reumatoide 1,26 0,82-1,94 0,313
Positiva 165 (40,04)
Negativo a1 (22,08)
ACPA 2,03 1,28-3,31 0,001
Positivo 197 (47,81)
Negativo 59 (14,32}

EC+: epftopo compartilhado positivo; EC-: epltopo compartilhado negativo; ACPA: anticorpos antipeptideo citrulinado; OR: razéo de risco.

Associacdo entre alelos HLA-DRB1 de
suscetibilidade (EC) e presenca de autoanticorpos

Os pacientes com AR apresentaram FR positivo em 62,3%
(n = 257) e ACPA positivo em 71,3% (n = 294) dos casos,
dos quais 237 (57,5%) dos pacientes foram positivos para
ambos os autoanticorpos ¢ somente 57 pacientes (13,8%)
foram positivos apenas para o ACPA. Observamos também
uma associa¢fo significativa entre FR e ACPA (OR = 20,79;
IC 95% 11,49-37,97; P <0,001).

Expressavam FR+ e alelos HLA-DRB1 EC+ 165 (40,04%)
pacientes, ¢ 197 (47,81%) expressavam ACPA+ e alelos
HLA-DRB1 EC+. Associagido significativa foi observada
somente para alelos EC com ACPA (Tabela 6).

Os niveis séricos do FR para o grupo de pacientes com
gendtipos EC homozigotos, heterozigotos e sem o EC foram
177,7+£286 Ul/mL, 205,3 + 695 Ul/mLe 157,1 £ 328 UI/mL, res-
pectivamente. Os niveis séricos médios para 0 ACPA, seguindo
amesma ordem do FR, foram 131,3+66 U/mL, 102,8 =71 U/mL
e 83,3 £ 73 U/mL, respectivamente.
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DISCUSSAO

Estudos genéticos realizados inicialmente em gémeos e pos-
teriormente em familiares demonstraram uma predisposigio
familiar para AR, representando 60% do risco total para o
desenvolvimento da doenga na populagio.* Diversos estudos
demonstraram que o fator genético mais importante associado
asuscetibilidade da AR ¢é apresenca do HLA-DRB1 do MHC,
descoberto inicialmente por Stastny et al.* e posteriormente
organizado na hipdtese do EC por Gregersen ef al.®

Técnicas modernas como as empregadas em estudos de
genoma completo (GWAS, do inglés, genome-wide association
studies) e marcadores genéticos de polimorfismo de tmico nucleo-
tideo (SNP, do inglés, single nucleotide polymorphism) confirmam
a associac@o significante e preponderante desses alelos com a
AR. No entanto, ¢ importante ressaltar que a associacdo da AR
ao HLA-DRBI e a hipdtese do EC nio explicam toda a susce-
tibilidade genética conferida pelo HLA. Outros genes do HLA,
sem EC, tais como os alelos HLA-DRB 1¥03:01, DRB1*07:01
e DRB1*#09:01, embora com frequéncia menor, também foram
associados a maior suscetibilidade para a AR %%
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Um segundo gene associado a doenga é a proteina tirosina
fosfatase N22 (PTPN22, do inglés, protein tyrosine phospha-
tase), presente em 8% dos pacientes com AR.® Em menor
proporgdo, foram descritas associacdes a determinados alelos
do smal transdutor e ativador de transcricdo 4 (STAT4, do
inglés, signal transducer and activator of transcription 4), do
antigeno 4 dos linfocitos T citotoxicos (CTLA-4, do inglés,
cytotoxic T-lymphocyte antigen), do fator inibitorio de migra-
¢do de macrofagos (MIF, do inglés, macrophag emigration
inhibitory factor) e da peptidilarginina deaminase 4 (PADI4,
do inglés, peptidyiarginine deiminase type 1V)>

No presente estudo observamos que 90,8% dos pacientes
eram mulheres, semelhante & proporg¢do encontrada no estudo
realizado por Bertolo ef al.2 em 2001 (84,6%) ¢ por Louzada-
Junior et al.* em 2008 (77,8%).

A influéncia da etnia é ponto fundamental quando se avalia
aassociacdo dos genes HLA com doengas, especialmente com
AR. Além de ser um sistema altamente polimérfico, distintos
alelos s@o associados a AR em diferentes populagdes. Dessa
forma, ao estudar uma populacido altamente miscigenada como
a brasileira, as associacdes tradicionais de determinadas etnias
poderiam ndo ser verificadas. No intuito de controlar essa
variavel, todo estudo de associagio HLA e doenga necessita
que os individuos-controle sejam oriundos do mesmo estrato
sociogeografico dos pacientes, a fim de preservar as influéncias
sociais e demograficas em ambos os grupos. Nosso estudo,
além de avaliar uma amostra significativa de pacientes com AR
(n = 412), também tipificou individuos saudaveis (n = 215),
todos provenientes da mesma regifio geografica e estrato social.
Além disso, houve predominio de mestigos, seguido de brancos
e negros, configurando-se uma amostra altamente miscigena-
da (descendentes principalmente de portugueses, africanos,
indigenas, italianos, espanhois ¢ alemies), que acreditamos
refletir, em parte, a propria populagéo brasileira.

Em principio, a idade em estudos genéticos ndo teria
influéncia na suscetibilidade. Porém, em virtude da presenca
de alelos HLA-DRB1 com EC+ entre 12,5% e 35%-* da
populacgio sadia ¢ da incidéncia maior da AR entre 30 ¢ 55
anos,” tentamos evitar viés de anélise quanto ao diagnéstico
no grupo-controle. Por isso, decidimos incluir em nosso
grupo-controle individuos com idade mais avancada.

Comrelagio 4 associagio do HLA-DRBI com a doenga, ob-
servamos frequéncia aumentada dos alelos HLA-DRB1*#04:01,
*04:04 e *04:05 e associagdo positiva com a suscetibilidade a
AR. Este resultado estd, em parte, de acordo com os observados
por Louzada-Junior et al.® na populagio brasileira predomi-
nantemente caucasiana, na qual, além da associaciio aos alelos
citados anteriormente, também foi encontrada associacdo ao
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alelo HLA-DRB1*01:01. Por outro lado, difere da observada
por Bertolo ef al.,* que também analisaram populagdes de ori-
gem caucasiana e observaram associagdo significativa somente
com alelos HLA-DRB1*01 (OR = 2.,8).

Assim como observado por Louzada-Junior ef al., o
alelo HLA-DRB1#14:02 mostrou tendéncia de associagdo a
AR, embora de forma ndo significativa (OR = 3,18; IC 95%
0,88-13,63; P = 0,086). E possivel que estudos com maior
numero de individuos possam mostrar que essa associagdo
seja estatisticamente significante. Em um estudo com popu-
lagdo mestica peruana (n = 65) essa associacio entre o alelo
HLA-DRB1*14:02 e a AR foi observada (OR = 2,74).'8

A presenca dos alelos HLA-DRB1#09 em 6,7% dos pacien-
tes com AR e 1,3% dos controles, predominante em descenden-
tes de negros e indigenas, mostrou associa¢ao significativa nos
genotipos heterozigotos desses alelos (OR =5,19; IC 95% 1,50-
21,49; P=0,004). Ndo obstante o amplo intervalo de confianca
observado, este alelo foi pela primeira vez associado a susceti-
bilidade 4 AR na populacio brasileira. Essa mesma associagcdo
(HLA-DRB1#09 ¢ AR) também foi observada em pacientes
chilenos com AR, em 1990.>° Por outro lado, estudo realizado
no Japdo com 852 pacientes com AR encontrou associagdo com
a doenga apenas no gendtipo HLA-DRB1#09:01 homozigoto.®

Semelhante aos estudos de Vignal ef al** (OR = 5,04) e
Balsa er al*® (OR = 1,8) incluindo populag@io etnicamente
homogénea, também encontramos associagio do conjunto de
alelos HLA-DRBI EC+ coma AR (OR = 3,59). Este resultado
¢ distinto ao descrito no estudo realizado por Teller er al* in-
cluindo pacientes com AR e controles hispano-americanos, no
qual ndo foi observada associagdo desses alelos com a doenga,
o que sugere que a hipdtese do EC provavelmente ndo poderia
ser aplicada em estudos de popula¢do ndo miscigenada.

No presente estudo pode-se observar frequéncia aumentada
de genotipos EC heterozigotos (51%) quando comparados
aos pacientes com AR e controle com genétipos EC homo-
zigotos (11%). Em estudo realizado por del Rincon et al *
foram observados gendtipos EC heterozigotos em 52% dos
pacientes com AR, ¢ EC homozigotos em 22%. Entretanto,
Balsa er al*® encontraram que 29,8% dos pacientes eram
heterozigotos e 14% eram homozigotos. Neste estudo, apds
andlise de regressdo logistica dos gendtipos homozigotos e
heterozigotos HLA-DRB1 com EC+, observamos que pacien-
tes que apresentam EC, independente de serem homozigotos
(OR =3,86) ou heterozigotos (OR = 3,54), apresentam risco
aumentado, mas de magnitude semelhante (OR semelhantes)
para o desenvolvimento da AR. Este resultado se contrapde
ao de del Rincon ef al.,* no qual a andlise de 141 pacientes
mexicanos com AR mostrou maior risco para gendtipos EC
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homozigotos (OR = 21,53) quando comparados com geno-
tipos EC heterozigotos (OR = 1,84).

Com relagdo aos alelos HLA-DRB1 protetores para AR,
observamos que alelos HLA-DRBI codificadores da sequén-
cia de aminoacidos DERAA estio associados a menor risco
de desenvolver AR (OR = 0,42), semelhante ao observado por
Louzada-Junior et @l em 2008 (OR = 0,49). Carrier et al®
avaliaram pacientes com poliartrite de inicio recente e obsevaram
que os alelos DERAA néo estavam associados a producio de
autoanticorpos, bem como também mostrou-se efeito protetor
para o desenvolvimento da AR (OR = 0,30). Mais recentemente,
Balsa er al.*® relataram que esses alelos conferem protecio para
AR apenas com ACPA circulante (OR = 0,58). Outro estudo
mostrou que alelos DERAA, além de conferir efeito protetor
para AR, estariam associados a enfermidade menos grave.*

Observamos maior frequéncia de FR (62%) e ACPA
(71%) positivos quando comparados com grupo de pacien-
tes brasileiros com AR inicial,* cujas frequéncias eram em
torno de 50%. Tal resultado pode ser justificado devido ao
nosso grupo de pacientes apresentar maior tempo de doen-
¢a (em torno de nove anos). Alelos HLA-DRBI1 com EC
foram relacionados com a positividade do FR e do ACPA,
embora s0 a associagido com a presenga do ACPA tenha
se mostrado significante (Tabela 6). Irigoyen et al.,”® em
2005, observaram forte associacdo do ACPA a alelos EC,
independentemente da presenca do FR (OR = 5.8; IC 95%
4,1-8,3; P< 0,00l e OR =3,1; IC 95% 1,8-5,3; P < 0,001).
Semelhante ao observado por Balsa ef al.,*® este estudo
mostrou que genétipos HLA-DRB1 EC homozigotos apre-
sentaram niveis séricos do ACPA mais elevados quando
comparados aos genotipos heterozigotos ¢ aos dos pacientes
sem 0 EC. Em contraste, os niveis séricos de FR nio dife-
riram em pacientes com ¢ sem alelos EC. Observamos que
88.8% de 27 pacientes com alelo HLA-DRB1*¥09 apresen-
taram ACPA e 85% apresentaram FR, sugerindo que outros
mecanismos ndo EC estariam implicados no risco genético
para o desenvolvimento de FR e ACPA.

Em sintese, este estudo, com amostra populacional pre-
dominantemente mestica e mais representativa do povo bra-
sileiro, evidenciou que os alelos HLA-DRB1#04:01, *04:04
e *04:05 associaram-se 4 suscetibilidade aumentada para AR,
destacando-se também a associacio ao alelo DRB1*#09 nesses
pacientes. Nossos resultados corroboram a associagio entre ale-
los DRB1 EC e a suscetibilidade a AR e ao ACPA, previamente
documentada em estudos com amostras populacionais genetica-
mente homogéneas. Além disso, mostramos que a presenca do
EC, quer em dose tnica ou dupla, comportou-se como fator de
risco independente para a doenca, bem como que a presenca de
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alelos DERAA apresentaram efeito protetor. Ademais, os alelos
HLA-EC estiveram associados a maior positividade e maiores
niveis séricos de ACPA. Embora as diretrizes para o diagnéstico
da AR estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Reumatologia
em 2011*% recomendem que a pesquisa do HLA-EC néo deva
ser ainda um exame de rotina diaria ao atendimento de pacientes
com suspeita de AR, devido ao seu custo elevado, nosso estudo
corrobora sua importéincia para o estabelecimento de fatores de
risco e de prote¢io ao desenvolvimento da AR.
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