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RESUMO

Os alelos HLA-DRBI, que codificam uma sequéncia de aminoacidos (QKRAA/QRRAA/RRRAA) nas posi¢des 70 a 74
da terceira regido hipervariavel da cadeia 1 do gene DRB1, 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 associac¢do a fator reumatoide (FR) e anticorpos
antipeptideos citrulinados (ACPA). Material e métodos: Foram incluidos 412 pacientes com AR e 215 controles. A
tipificagdo HLA-DRBI foi realizada pela reagdo 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, ¢ a
do FR por nefelometria. Para analises estatisticas foram utilizados os testes do qui-quadrado e 7 de Student ¢ a regressao
logistica. Resultados: Alelos HLA-DRB1*04:01, *04:04 ¢ *04:05 associaram-se a AR (P < 0,05)); a despeito do amplo
intervalo de confiancga, vale a pena ressaltar a associagdo observada entre o alelo DRB1*09:01 ¢ a doenga (P < 0,05).
Alelos HLA-DRB1 EC+ foram observados em 62,8% dos pacientes ¢ em 31,1% do grupo-controle (OR 3,62; P<0,001)
¢ estiveram associados a ACPA (OR 2,03; P <0,001). Alelos DRBI-DERAA mostraram efeito protetor para AR
(OR 0,42; P<0,001). Conclusiio: Em uma amostra de pacientes brasileiros com AR de etnia majoritariamente mestica,
alelos HLA-DRB1 EC+ estiveram associados a suscetibilidade a doenca e a presenca de ACPA.
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entre a quarta ¢ a sexta décadas, e ¢ duas a trés vezes mais

INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca sistémica cronica,
caracterizada pelo acometimento inflamatério da membrana
sinovial das articulagdes, levando a destrui¢@o 6ssea ¢ cartila-
ginosa. Sua prevaléncia na populagdo adulta mundial ¢ de 0,5%
a 1%, e no Brasil ¢ de 0,46%.' Apresenta pico de incidéncia

frequente em mulheres que em homens.?

Embora sua etiologia permanega desconhecida,’® varios
estudos sugerem que uma combinacdo 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,
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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, Auman 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 16cus 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 ligagdo ao
peptideo, nas posi¢des 70 a 74 da terceira regido hipervaridvel
da molécula HLA-DR, sequéncia esta denominada de epitopo
compartilhado (EC).6

Acredita-se que o EC esteja envolvido na patogénese da
AR, por servir de local de ligagio no processo de apresentagido
de peptideos artritogénicos para as células T CD4" envolvidas
na resposta imunoinflamatéria dessa doenga. Além disso, 0 EC
pode estar envolvido no processo de inducdo de algumas célu-
las B a diferenciarem-se em plasmocitos, levando a formacao
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 presenca de doenga erosiva.*!”

Estudos realizados em diversos grupos étnicos mostra-
ram a existéncia de variagdes consideraveis com relagdo a
associagdo dos alelos de HLA-DRB1 com a suscetibilidade
a AR.! Alelos HLA-DRB1*04:01 ¢ *04:04 estdo associados a
suscetibilidade a doenga 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 ¢ 0 *10:01 em
gregos, espanhois e judeus israelenses;'>!'* 0 DRB1%14:02
em indios nativos americanos, peruanos'’'® e equatorianos;'
o DRB1*04:04 em colombianos ¢ argentinos.?*?! No Brasil,
Bertolo ef al ** observaram associa¢do da AR ao DRB1*01:01
e *01:02 em 65 pacientes caucasianos. Mais recentemente,
Louzada-Junior e al.?* encontraram associa¢do 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-DRBI1, com uma sequén-
cia de aminodcidos comum, DERAA (D = 4cido aspartico,
E = acido glutamico, 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.
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A presenca desses alelos parece também ser protetora contra
doenca erosiva grave, mesmo em pacientes com ACPA %

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

Alguns estudos em pacientes com AR tém mostrado re-
sultados contraditorios com relagdo a associa¢do do EC e a
positividade do FR.?% Ao mesmo tempo, parece haver uma
associagdo dos alelos EC+ apenas em pacientes com AR que
apresentam ACPA positivos,*® e que essa associa¢do seria mais
intensa com ACPA que com a propria AR.! Tal associagéo
sugere que os alelos EC poderiam influenciar a apresentagdo
do antigeno levando a produg@o de ACPA. Mais recentemente,
foi observado que o risco conferido pelo tabagismo, principal
fator ambiental, ¢ particularmente elevado nos individuos que
possuem alelos HLA-DR EC+ com ACPA.*

Tendo em conta a diversidade dos resultados da literatura
referentes a associag@o de alelos HLA-DRB1 a AR em dife-
rentes etnias, o objetivo do presente estudo foi determinar a
associagdo entre esses alelos e a AR, incluindo a presenga de
FR e/ou ACPA em uma populagdo 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 ambulatoérios de AR das discipli-
nas de Reumatologia do Hospital Universitario Pedro Ernesto, da
Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ), e do Hospital
S&o Paulo, da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP),
de outubro de 2007 a agosto de 2009. No grupo-controle foram
incluidos individuos doadores voluntarios de medula ossea, de
campanhas de doag@o realizadas em diferentes bairros do Rio
de Janeiro, de maio de 2008 a novembro 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
ndo foram incluidas pessoas com historia 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 diagnostico futuro dessa
doenca neste grupo.
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Apds serem informados sobre a natureza do estudo e terem
assinado o Termo de Consentimento Livre e 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 tipificacdo do HLA. O grupo
de pacientes foi submetido, também, a deteccdo de autoanti-
corpos (FR e ACPA).

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

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

Tipificacao HLA-DRB1

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

Definicao dos alelos HLA-DRB1 de risco para AR

Todoindividuo com tipificagdo paraosalelos 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-
DRBI1 foram realizadas a partir de combinagdes genotipicas
estabelecidas na auséncia de EC (-/-), na presen¢a de uma dose
do EC (+/-) ou de dose dupla do EC (+/+). A associagdo do
HLA-DRBI1 com as caracteristicas sorologicas nos pacientes
com AR também foi realizada.

Definicao dos alelos HLA-DRB1 de protecao para AR

Todo individuo com tipificagdo paraosalelos 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 tipificacdo 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 analise,
de acordo com a presenca dos alelos DRB1:

Grupo A: dose dupla (homozigotos) para EC (EC/EC);
Grupo B: dose tnica (heterozigoto) alelo EC (EC/X);
Grupo C: dose tinica 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).

Determinacao de FR e ACPA

A detecg@o do ACPA foi realizada empregando o QUANTA
Lite® de 2* geragdo CCP ELISA (INOVA Diagnostics,
Inc — San Diego, EUA) de acordo com as instrugdes do
fabricante. A quantificagdo 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.

Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa Epi Info 6. A
analise da associagdo entre as variaveis categoricas foi feita
pelo teste do qui-quadrado (com correcdo de Yates) ou teste
exato de Fisher. As varidveis quantitativas com distribui¢do
normal foram testadas utilizando-se teste # de Student para
amostras independentes ou Mann-Whitney e analises de
variancia. Valores de P < 0,05 foram considerados estatis-
ticamente significativos. Analise de regressdo logistica foi
utilizada para categorizar o risco de associacdo 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 dssea. As caracteristicas de género e etnia foram
similares em ambos os grupos (P = 0,722 ¢ P = 0,552). Os
demais dados demogréaficos, 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-DRBI1 e a associag¢do a suscetibilidade e
protegdo 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)¢ *13 (OR =0,53) estiveram associados a prote¢do
ao desenvolvimento da AR (P < 0,05). De forma semelhante,
quando realizamos a tipificagdo dos alelos HLA-DRBI por alta

Tabela 1
Caracteriza¢do 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 42,6 £ 5,4 < 0,001
Género feminino (%) 376 (90,8) 198 (92,1) 0,722
Etnia 0,552
Mestigos (%) 272 (66) 147 (68,4)
Brancos (%) 111(27) 58 (27)
Negros (%) 29 (7) 10 (4,7)
Tempo de doenga (média + DP, anos) 92+7,5 —
FR+ (%) 257 (62,5) —
Titulacdo do FR (média + DP, Ul/mL) 288 + 668 —
ACPA+ (%) 294 (71,3) —
TTitulacdo 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-DRBI1 (baixa resolugdo) 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
*09 29 (3,5) 3(1) 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 12.(1,5) 9(2) 0,69 0,27-1,79 NS
*13 85 (10) 77 (18) 0,53 0,37-0,75 0,001
14 38 (5) 9(1) 2,26 1,04-5,09 0,038
15 64 (8) 43 (10) 0,76 0,50-1,16 NS
*16 27 (3) 112,5) 1,29 0,61-2,80 NS
TOTAL 824 430

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

Rev Bras Reumatol 2011;51(5):465-483
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Tabela 3

Frequéncia alélica do HLA-DRB1 em pacientes com AR e 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) 8(1,9 2,76 1,23-6,44 0,010
*04:02 14 (1,7) 5(1,2) 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) 10(2,3) 2,60 1,25-5,53 0,007
*04:06 3(0,4) 1(0,2) 1,57 0,15-39,2 NS
*04:07 7(0,8) 3(0,7) 1,22 0,28-5,97 NS
*04:08 12 (1,5) 0(0,0) ND ND NS
*04:10 3(0,4) 0 (0,0) ND ND NS
*04:11 7(0,8) 40,9 0,91 0,24-3,72 NS
*07 79 (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) 3(0,7) 5,19 1,50-21,49 0,004
*10:01 27(3,3) 8 (1,9) 1,79 0,77-4,31 NS
11 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) 3(0,7) 3,18 0,88-13,63 NS
*15 64 (7,8) 43 (10) 0,76 0,50-1,16 NS
*16 27 (3,3) 11(2,6) 1,29 0,61-2,80 NS

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

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

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

A Tabela 4 mostra a distribuicdo de pacientes com AR e
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 e 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 regressdo logistica dos dados dos pacientes
com AR e grupo-controle com gendtipos homozigotos e hetero-
zigotos HLA-DRB1 com EC+ e DRB1 sem EC- mostrou risco
aumentado para a doenga 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 os que apresentam ge-
nétipos heterozigotos (IC 95% 2,40-5,21; P < 0,001).
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Especificidades individuais de HLA-DRBI1 associados a AR entre brasileiros
de acordo com gendtipos relacionados a presenga do EC

EC e genétipo 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) 18 (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 3(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 1(0,2) 1(0,4) NS NS NS
*01:02/*01:02 1(0,2) 1(0,4) NS NS NS
*04:01/*04:01 1(0,2) — NS NS NS
*04:04/*04:04 3(0,7) — NS NS NS
*04:05/*04:05 1(0,2) — NS NS NS
*14:02/%14:02 1(0,2) — NS NS NS
*01:01/*04:01 8 (1,9) 2 (0,9 2,11 0,41-14,50 0,532
*01:01/*04:04 3(0,7) — NS NS NS
*01:01/*04:05 3(0,7) 2 (0,9) NS NS NS
*01:01/%10:01 2(0,5) — NS NS NS
*01:02/*04:01 2 (0,5) — NS NS NS
*01:02/*04:04 3(0,7) 10,9 NS NS NS
*04:01/*04:05 3(0,7) 1(0,9) NS NS NS
*04:01/%10:01 2 (0,5) — NS NS NS
*04:05/%10:01 2 (0,5) — NS NS NS
Outros 9(2,2) 3(1,3) 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 reumatoide; EC+: epitopo compartilhado positivo; EC-: epitopo compartilhado negativo; OR: razdo de risco; NS: ndo significante.

Associacao dos alelos HLA-DRB1-DERAA
na protecao 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-DRBI codificando DERAA, o que
indica que sua presenca confere prote¢ao para AR (OR =0,42;
1C 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 comparagdo entre os grupos B (EC/X) e C (EC/DERAA)
revelou que, na presenga de um alelo EC, a codificagao de ale-
los DERAA conferiu menor suscetibilidade para AR, embora
sem significancia 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-DRBI 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) 11.(5,1)

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

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

D X/X 110 (26,6) 84 (39,1)

E X/DERAA 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. Alelos X sdo todos 0s

outros alelos HLA-DRB1.

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 95% 0,34-0,92; 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
Positivo 165 (40,04) 92 (22,33)
Negativo 91 (22,08) 64 (15,53)
ACPA 2,03 1,28-3,31 0,001
Positivo 197 (47,81) 97 (23,54)
Negativo 59 (14,32) 59 (14,32)

EC+: epitopo compartilhado positivo; EC-: epitopo compartilhado negativo; ACPA: anticorpos antipeptideo citrulinado; OR: razdo de risco.

Associacao 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 e somente 57 pacientes (13,8%)
foram positivos apenas para o ACPA. Observamos também
uma associagao 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+. Associacdo significativa foi observada
somente para alelos EC com ACPA (Tabela 6).

Os niveis séricos do FR para o grupo de pacientes com
genotipos EC homozigotos, heterozigotos e sem o EC foram
177,7+286 Ul/mL, 205,3 + 695 Ul/mL e 157,1 +328 Ul/mL, res-
pectivamente. Os niveis séricos médios para o 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 predisposi¢ao
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
a suscetibilidade da AR é a presenga do HLA-DRB1 do MHC,
descoberto inicialmente por Stastny et al.** € posteriormente
organizado na hipdtese do EC por Gregersen et al.®

Técnicas modernas como as empregadas em estudos de
genoma completo (GWAS, do inglés, genome-wide association
studies) e marcadores genéticos de polimorfismo de tinico nucleo-
tideo (SNP, do inglés, single nucleotide polymorphism) confirmam
a associacdo significante e preponderante desses alelos com a
AR. No entanto, é importante ressaltar que a associacdo da AR
ao HLA-DRBI e a hipdtese do EC ndo explicam toda a susce-
tibilidade 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 frequéncia menor, também foram
associados a maior suscetibilidade para a AR .3>3¢
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Um segundo gene associado a doenca ¢ a proteina tirosina
fosfatase N22 (PTPN22, do inglés, protein tyrosine phospha-
tase), presente em 8% dos pacientes com AR.*> Em menor
proporc¢ao, foram descritas associa¢des a determinados alelos
do sinal transdutor e ativador de transcri¢do 4 (STAT4, do
inglés, signal transducer and activator of transcription 4), do
antigeno 4 dos linfécitos T citotdxicos (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, peptidylarginine deiminase type IV).’

No presente estudo observamos que 90,8% dos pacientes
eram mulheres, semelhante a propor¢do encontrada no estudo
realizado por Bertolo ez a/.*> em 2001 (84,6%) e por Louzada-
Junior et al.>® em 2008 (77,8%).

A influéncia da etnia ¢ ponto fundamental quando se avalia
aassociagdo dos genes HLA com doengas, especialmente com
AR. Além de ser um sistema altamente polimorfico, distintos
alelos sdo associados @ AR em diferentes populacdes. Dessa
forma, ao estudar uma populacdo altamente miscigenada como
abrasileira, as associagdes tradicionais de determinadas etnias
poderiam nio ser verificadas. No intuito de controlar essa
variavel, todo estudo de associa¢do HLA e doencga 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 regido 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 ¢ alemaes), que acreditamos
refletir, em parte, a propria populagao brasileira.

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

Com relagio a associagdo do HLA-DRB1 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 esta, em parte, de acordo com os observados
por Louzada-Junior et al.** na populagdo brasileira predomi-
nantemente caucasiana, na qual, além da associago aos alelos
citados anteriormente, também foi encontrada associagdo ao
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alelo HLA-DRB1*01:01. Por outro lado, difere da observada
por Bertolo et al.,”? que também analisaram populagdes de ori-
gem caucasiana e observaram associagio significativa somente
com alelos HLA-DRB1*01 (OR = 2,8).

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

Apresenca 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 associagao significativa nos
gendtipos heterozigotos desses alelos (OR =5,19; IC 95% 1,50-
21,49; P=0,004). Nao obstante o amplo intervalo de confianga
observado, este alelo foi pela primeira vez associado a susceti-
bilidade a AR na populacdo brasileira. Essa mesma associagado
(HLA-DRBI1*09 e AR) também foi observada em pacientes
chilenos com AR, em 1990.% Por outro lado, estudo realizado
no Japao com 852 pacientes com AR encontrou associagdo com
a doenga apenas no gendtipo HLA-DRB1*09:01 homozigoto.*

Semelhante aos estudos de Vignal et al.® (OR = 5,04) e
Balsa et al*® (OR = 1,8) incluindo populagdo etnicamente
homogénea, também encontramos associa¢do do conjunto de
alelos HLA-DRB1 EC+com a AR (OR = 3,59). Este resultado
¢ distinto ao descrito no estudo realizado por Teller ef al.*’ in-
cluindo pacientes com AR e controles hispano-americanos, no
qual ndo foi observada associacdo desses alelos com a doenga,
o que sugere que a hipdtese do EC provavelmente ndo poderia
ser aplicada em estudos de populagdo nao miscigenada.

No presente estudo pode-se observar frequéncia aumentada
de gendtipos EC heterozigotos (51%) quando comparados
aos pacientes com AR e controle com gendtipos EC homo-
zigotos (11%). Em estudo realizado por del Rincon ez al.*!
foram observados gendtipos EC heterozigotos em 52% dos
pacientes com AR, e EC homozigotos em 22%. Entretanto,
Balsa ef al.*® encontraram que 29,8% dos pacientes eram
heterozigotos e 14% eram homozigotos. Neste estudo, apds
analise de regressdo logistica dos genotipos 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 analise 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 relac@o aos alelos HLA-DRBI1 protetores para AR,
observamos que alelos HLA-DRBI codificadores da sequén-
cia de aminoacidos DERAA estdo associados a menor risco
de desenvolver AR (OR = 0,42), semelhante ao observado por
Louzada-Junior et al.** em 2008 (OR = 0,49). Carrier et al.”
avaliaram pacientes com poliartrite de inicio recente e obsevaram
que os alelos DERAA ndo estavam associados a producdo de
autoanticorpos, bem como também mostrou-se efeito protetor
para o desenvolvimento da AR (OR =0,30). Mais recentemente,
Balsa et al.*® relataram que esses alelos conferem prote¢do 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%) ¢ 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 s6 a associagdo com a presenga do ACPA tenha
se mostrado significante (Tabela 6). Irigoyen et al.,”® em
2005, observaram forte associagdo do ACPA a alelos EC,
independentemente da presenga do FR (OR = 5,8; IC 95%
4,1-8,3; P<0,001 ¢ OR=3,1; IC 95% 1,8-5,3; P < 0,001).
Semelhante ao observado por Balsa et al.,*® este estudo
mostrou que genotipos HLA-DRB1 EC homozigotos apre-
sentaram niveis séricos do ACPA mais elevados quando
comparados aos gendtipos heterozigotos e aos dos pacientes
sem o EC. Em contraste, os niveis séricos de FR néo dife-
riram em pacientes com e 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 mestiga ¢ mais representativa do povo bra-
sileiro, evidenciou que os alelos HLA-DRB1*04:01, *04:04
e *04:05 associaram-se a suscetibilidade aumentada para AR,
destacando-se também a associagdo ao alelo DRB1*09 nesses
pacientes. Nossos resultados corroboram a associacao entre ale-
los DRB1 EC ¢ 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 tinica ou dupla, comportou-se como fator de
risco independente para a doenga, bem como que a presenga 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 diagndstico
da AR estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Reumatologia
em 2011* recomendem que a pesquisa do HLA-EC ndo 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 importancia para o estabelecimento de fatores de
risco e de protegdo ao desenvolvimento da AR.
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