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Associagio do alelo HLA-DRB1 com suscetibilidade
a artrite reumatoide e gravidade da doenca na Siria

Jamil Mourad', Fawza Monem?

RESUMO

Introducio: A artrite reumatoide (AR) ¢ uma doenga cronica multifatorial complexa. A importancia do sistema de anti-
genos leucocitarios humanos (HLA) como fator significativo de risco genético para AR foi estudada no mundo. Embora
amplamente distribuidos em diferentes areas na Siria, faltam estudos sobre o papel dos HLA. Objetivo: O objetivo de nosso
estudo foi determinar a associagdo dos alelos HLA-DRB1 com a suscetibilidade a AR e sua gravidade na Siria. Pacientes
e métodos: Foram genotipados 86 pacientes com AR e 200 controles normais, usando-se reagdo em cadeia da polimerase
com sequéncia de primer especifico (PCR-SSP). Anticorpos anti-CCP foram determinados por ELISA. Fator reumatoide
(FR), proteina C-reativa (PCR), velocidade de hemossedimentagao (VHS) e o indice de atividade da doenga (DAS-28)
foram obtidos nos registros médicos e utilizados para avaliar a gravidade clinica dos pacientes. Resultados: Os alelos
HLA-DRBI *01, *04 e *10 mostraram forte associacdo com suscetibilidade a doenga (OR = 2,29, IC 95% =1,11-4,75,
P=10,022; OR = 3,16, IC 95% =2,08-4,8, P <0,0001; e OR = 2,43, IC 95% = 1,07-5,51, P = 0,029, respectivamente),
enquanto a frequéncia dos alelos HLA-DRB1 *11 e *13 foi significativamente mais baixa nos pacientes com AR do que
nos controles (OR = 0,49, IC 95% = 0,3-0,8, P=0,004; OR = 0,32, IC 95% = 0,15-0,69, P = 0,002, respectivamente). Os
outros alelos HLA-DRB1 mostraram diferencga significativa. A frequéncia dos anticorpos anti-CCP foi maior em pacientes
epitopo compartilhado (EC) positivos do que em pacientes EC-negativos (OR = 5,5, IC 95% = 2-15,1, P = 0,00054). O
indice DAS-28 de pacientes com AR ndo mostrou diferenga significativa entre os grupos EC-negativo e EC-positivo.
Conclusdo: Nossos resultados indicam que os alelos HLA-DRB1 *01, *04 e *10 estdo relacionados com AR, enquanto

os alelos HLA-DRBI1 *11 e *13 protegem a populagdo siria contra a AR.
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INTRODUCAO

Artrite reumatoide (AR) ¢ uma complexa doenga imunome-
diada, de etiologia desconhecida e prevaléncia estimada em
1%.! Caracteriza-se por inflamagdo cronica, sinovite, dor e
destruicdo progressiva tanto da cartilagem articular quanto
do osso, levando a incapacidade funcional.? Mulheres tém
duas a trés vezes mais chance de desenvolver a doeng¢a do que
homens. A AR costuma aparecer a partir dos 50 anos, embora
possa ocorrer em qualquer idade.? Fatores de risco genéticos
e ambientais desempenham papel importante na patogénese
da doenga.'* Estima-se a probabilidade de heranga da AR em
torno de 60%.4°

O antigeno leucocitario humano (HLA) ¢ o fator de risco ge-
nético mais importante para AR, responsavel por 30%' a 50% da
suscetibilidade genética global para a AR.® A hipédtese do epitopo
compartilhado (EC) descreve a relagdo entre o HLA-DRB1 e a
AR.™® Os alelos HLA-DRBI1 que codificam o EC (DRB1*01,
*04, *10 e *14) estdo associados a gravidade da AR, tendo sido
mais recentemente relacionados a producao dos autoanticorpos
antipeptideo citrulinado ciclico (anti-CCP).>¢ Por outro lado, os
genotipos negativos para o EC (principalmente DRB1*11 e *13)
conferem protegdo contra suscetibilidade a AR.%

A principal relagao de certos alelos HLA com AR néo ¢
constante em todas as popula¢des humanas, nem em diferentes
areas geograficas, nem em diferentes grupos étnicos.! A despei-
to da ampla distribui¢@o da AR na Siria, faltam estudos sobre o

Recebido em 08/12/2011. Aprovado, apds revisao, em 13/12/2012. Os autores declaram a inexisténcia de conflito de interesse.
Departamento de Bioquimica e Microbiologia, Faculdade de Farmécia, Universidade de Damasco.
1. Bioquimico, Mestre em Diagnostico Clinico-laboratorial, University of Damascus

2. Professor, Faculdade de Farmdcia, Universidade de Damasco

Correspondéncia para: Jamil Mourad. School of Pharmacy of Damascus University. Mazze Street. Damascus, Syria. E-mail: jamilmourad@live.com

Rev Bras Reumatol 2013;53(1):47-56

51



Mourad et al.

HLA-DRBI. Assim, este estudo teve por objetivo determinar
a associacao dos alelos HLA-DRB1 com a suscetibilidade a
doenga e sua gravidade na Siria.

PACIENTES E METODOS

Este estudo foi desenhado como caso-controle. Amostras
de sangue foram coletadas de 86 pacientes (idade média,
41,41 £ 10,57 anos; 69 mulheres, 17 homens) admitidos
no Departamento de Reumatologia, de Ibn Nafis Hospital,
Almowasat ¢ Al-Assad Hospitals, da Universidade de
Damasco, entre janeiro de 2010 e setembro de 2011. Todos
os pacientes preencheram os critérios do American College
of Rheumatology (ACR) para diagnostico de AR O grupo-
controle foi composto por 200 voluntarios saudaveis e nao
aparentados (idade média, 40,21 + 10,11 anos; 160 mulheres
e 40 homens) pareados por idade, sexo e etnia. Todos os pa-
cientes e controles assinaram o termo de consentimento livre
e informado. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade de Damasco.

A deteccdo de anticorpos IgG anti-CCP foi realizada atra-
vés de kit ELISA de segunda geragdo (Euroimmun, Liibeck,
Alemanha). Valores > 5 UR/mL foram considerados positivos
para os anticorpos anti-CCP. Os valores de fator reumatoide
(FR), proteina C-reativa (PCR), velocidade de hemossedimen-
tagdo (VHS) e o escore 28 de atividade da doenca (DAS-28)
foram obtidos nos prontuarios dos pacientes. O DAS-28 foi
usado para avaliar a gravidade clinica dos pacientes."" O DNA
gendmico dos pacientes com AR (n = 86) e dos controles
(n=200) foi isolado de aliquotas de 300 pL de sangue venoso
periférico anticoagulado, usando-se o High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche, Mannheim, Alemanha). A genotipa-
gem do HLA-DRBI foi realizada por rea¢do em cadeia da
polimerase com sequéncia de primer especifico (PCR-SSP),
usando-se Micro SSPT Generic HLA Class II (DRB) (One
Lambda Inc., CA, EUA).

A razdo de chance (OR) e o intervalo de confianca a 95%
(IC 95%) foram calculados para estimar as for¢as das associa-
¢oes. Os testes do qui-quadrado e ¢ de Student foram usados na
analise estatistica. O nivel de significancia adotado foi P <0,05.

RESULTADOS

Os dados demograficos e achados clinicos dos 86 pacientes
diagnosticados com AR, de acordo com os critérios da ACR
modificados, estdo na Tabela 1. As frequéncias dos alelos
HLA-DRBI dos pacientes com AR e dos controles sdo apre-
sentadas na Tabela 2. Nos pacientes com AR, as frequéncias
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dos alelos HLA-DRBI1 *01, *04 e *10 foram mais altas do
que nos controles (OR =2,29, IC 95% = 1,11-4,75, P=0,022;
OR = 3,16, IC 95% = 2,08-4,8, P < 0,0001; ¢ OR = 2,43,
IC 95% = 1,07-5,51, P = 0,029, respectivamente). Por outro
lado, os alelos DRB1 *11 e *13 foram mais frequentes nos
controles (OR = 0,49, IC 95% = 0,3-0,8, P=0,004; OR =0,32,
IC 95% = 0,15-0,69, P = 0,002, respectivamente). As dife-
rengas das frequéncias dos alelos DRB1*03, *07, *08, *09,
*12, *14, *15 e *16 ndo foram estatisticamente significativas
(IC95% do *16 sobreposto a 1). Em comparagao aos controles,
as frequéncias dos alelos EC-positivos (a soma de DRB1*01,
*04, *10, *14) foram mais elevadas nos pacientes com AR
(OR =3,41,1C 95% =2,35-4,95, P < 0,0001).

O anticorpo anti-CCP esteve presente em 60,46%, € o
FR, em 63,95% dos pacientes com AR. As frequéncias de
anticorpos anti-CCP e FR foram mais elevadas em pacien-
tes EC-positivos do que naqueles EC-negativos (OR = 5,5,
IC 95% =2-15,1, P<0,001; OR = 5,45, IC 95% = 2-14,87,
P < 0,001, respectivamente) (Tabela 3).

Nao houve diferenca significativa quanto a gravidade da
doenga, representada pelos valores de DAS-28, entre pacientes
com AR EC-negativos e EC-positivos (Figura 1).

DISCUSSAO

Diferentes estudos investigaram a distribuicdo biogeo-
grafica dos alelos RA-DRBI1 em varias etnias e ragas por

Tabela 1
Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com
artrite reumatoide

Caracteristicas AR (n = 86)
Idade, média (+ DP) anos 41,41 (10,57)
Duracao da doenca, média (= DP) anos 11,26 (6,25)
Mulheres 69 (80,23%)
Homens 17 (19,77 %)
Relagdo mulher:homem 4:1

Pacientes FR-positivos 55 (63,95%)
Pacientes anti-CCP positivos 52 (60,46%)
Anti-CCP (UR/mL) 110,82 (105,12)
PCR (mg/L) 31,14 (38,4)
VHS (mm/hr) 56,71 (29,67)
DAS-28, média (DP) 6,12 (1,4)

Os valores sdo expressos como média (DP) ou ntimero (%), a menos que especificado de outra forma.
AR: artrite reumatoide; n: nimero de pacientes com AR; DP: desvio padrao; FR: fator reumatoide; anti-
CCP: anticorpo antipeptideo citrulinado ciclico; UR: unidades relativas; PCR: proteina C-reativa; VHS:
velocidade de hemossedimentagédo; DAS-28: indice de atividade da doenga (disease activity score 28).
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Tabela 2

Distribuicdo das frequéncias dos alelos HLA-DRB1 em pacientes com artrite reumatoide e controles

Genétipo AR 2n =172) Controles (2n = 400) Andlise estatistica

Al DUl n FA (%) n FA (%) OR (IC 95%) P
DRB1*01 15 9,0 16 4 2,29 (1,11-4,75) 0,022
DRB1*03 13 7,8 38 10 0,78 (0,40-1,50) 0,455
DRB1*04 60 36,1 58 15 3,16 (2,08-4,80) < 0,0001
DRB1*07 12 7,2 44 10 0,61 (0,31-1,18) 0,137
DRB1*08 2 1,2 7 1,5 0,66 (0,14-3,21) 0,605
DRB1*09 1 0,6 2 0,5 1,16 (0,10-12,92) 0,901
DRB1*10 12 7,2 12 3 2,43 (1,07-5,51) 0,029
DRB1*11 24 14,5 99 25 0,49 (0,30-0,80) 0,004
DRB1*12 0 0,0 6 1,5 0,00 0,106
DRB1*13 8 4,8 53 13,5 0,32 (0,15-0,69) 0,002
DRB1*14 10 6,0 23 6 1,01 (0,47-2,17) 0,976
DRB1*15 10 6,0 37 9,5 0,61 (0,29-1,25) 0,170
DRB1*16+ 5 3,0 3 0,5 3,96 (0,94-16,77) 0,044
EC positivo 97 56,4 110 30,5 3,41 (2,35-4,95) < 0,0001

Os valores sdo expressos em nimeros (%) a menos que especificado de outra forma.

AR: artrite reumatoide; FA: frequéncia alélica; EC positivo: soma dos alelos DRB1*01, *04, *10, e *14; OR: razdo de chance; IC 95%: intervalo de confianga de 95%. Frequéncias HLA observadas em pacientes
e controles foram comparadas utilizando-se o teste do qui-quadrado. Diferencas foram consideradas significativas para P < 0,05.

+Nao significativo (IC 95% do *16 sobreposto a 1).

todo o mundo.">'> Ha relatos da associa¢do entre alelo
HLA-DRB1*04 ¢ AR em muitas populagdes.’** O alelo
DRB1*04 foi frequente em pacientes com AR no Marrocos*
e em Zahedan, sudeste do Ir,?” mas, surpreendentemente,
sem significancia. Por outro lado, popula¢des peruanas® e
méxico-americanas® ndo apresentaram correlagdo signifi-
cativa entre HLA-DRB1*04 e suscetibilidade a AR. Outros
alelos foram associados com tendéncia a AR, como se

Tabela 3

Associagdo de epitopos compartilhados dos alelos HLA-DRB1
com os anticorpos anti-CCP e fator reumatoide em pacientes
com artrite reumatoide (n = 86)

EC positivo EC negativo

Status do EC OR (IC95%) P

(n=61) (n =25)
Sg::;ﬁgp 44(72,13%) 8 (32%) W15y 000054
Anti-CCP 15 07 87%) 17 (68%)
negativo
FR positivo 46 (73,77%) 9 (32%) (52,11;54,87) 0,00055
FR negativo 15 (26,23%) 16 (68%)

Os valores sdo expressos em nimeros (%) a menos que especificado de outra forma. Presenca
de anticorpos anti-CCP e FR em pacientes EC-positivos ou EC-negativos foi comparada usando-
se 0 teste do qui-quadrado. Diferencgas foram consideradas significativas para P < 0,05.

EC: epitopos compartilhados; OR: razdo de chance; IC 95%: intervalo de confianca a 95%.
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[ EC negativo
[ EC positivo

Barras de erro: +/- DP

8,00

P=056

6,00

4,00

Valor Médio de DAS 28

2,00

0,00

Pacientes com AR
Figura 1
Relagdo entre os epitopos compartilhados ¢ DAS-28 em 86
pacientes com artrite reumatoide.
Os valores de DAS-28 foram comparados entre pacientes com
AR EC-negativos e EC-positivos, usando-se o teste t de Student.
Diferencgas foram consideradas significativas quando P < 0,05.
n: numero de pacientes com AR portadores do gendtipo
alternativo.
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seguem: DRB*01 em brasileiros,** mexicanos,?' espanhois,'
italianos,? franceses,?* turcos,?>* finlandeses!’ ¢ japoneses;>
DRB1*09 em turcos,” malaios* e coreanos;* DRB1*10 em
brasileiros,*® iranianos,?” sauditas,'® taiwaneses,>® asiaticos®’ e
afro-americanos;??> e DRB1*14 em peruanos,®® equatorianos?®
e méxico-americanos.”” Houve raros relatos da associagio de
AR com HLA-DRB1*08 em sauditas'® e com HLA-DRB1*15
em japoneses.”® A semelhanca das populagdes vizinhas
(Oriente Médio e Mediterraneo), nossos resultados mostraram
que a suscetibilidade a AR estd predominantemente asso-
ciada aos alelos DRB1*01, *04 ¢ *10. Embora de maneira
ndo significativa, os alelos DRB1*09, *14 ¢ *16 foram mais
frequentes em pacientes com AR do que em controles.

O efeito protetor de certos alelos HLA-DRBI1 contra AR
foi relatado em varias revisdes>!>3%* ¢ mostrado em diferentes
populagdes. As seguintes relagdes de protegdo contra AR foram
relatadas: alelo HLA-DRB1*03 em iranianos®’ e asiaticos;"’
DRBI1*06 em sauditas;'® DRB1*07 em eslovacos,? finlan-
deses'” e tunisianos;* DRB1*08 em méxico-americanos;”
DRB1*11 em peruanos® e afro-americanos;* e DRB1¥13 em
turcos,?-? finlandeses,!” asiaticos'® e eslovacos.?® Neste estudo,
os alelos HLA-DRB1*11 e *13 associaram-se negativamente
com AR, refletindo provavel efeito protetor na populagao siria
estudada.

A relagdo entre os ECs ¢ a gravidade da AR ainda nao foi
esclarecida.*! Ha relatos de que o alelo DRB1*0401 aumente a
gravidade da AR no norte da Europa,** na Holanda,* no norte
da Italia* e em caucasianos,**¢ enquanto o alelo DRB1*0405
¢ especifico da Coreia do Sul.*’ Por outro lado, nosso estudo
mostrou nao haver correlagdo significativa da gravidade da
doenga, avaliada pelo DAS-28, com pacientes EC-positivos
e EC-negativos. Tais resultados concordam com estudos con-
duzidos na Turquia®? e na Grécia.*® Nosso estudo confirmou o
relato anterior de relacdo entre alelos EC-positivos e a produgio
de anti-CCP e soropositividade para FR.3¢3%% No entanto, os
resultados deste estudo podem néo refletir a relagdo entre os
alelos HLA-DRBI e a gravidade da doenga devido ao nimero
limitado de pacientes.

Nosso estudo foi limitado pela impossibilidade de realizar
subtipagem de 4 digitos de todos os alelos DRB1. Entretanto,
encontrou-se relacdo significativa entre os principais alelos
contendo EC (a soma de DRB1*01, *04, *10 e *14) em pa-
cientes com AR (OR=3,41,1C 95% =2,35-4,95,P <0,0001).

Concluindo, identificou-se uma relagao dos alelos HLA-
DRB1*01, *04 ¢ *10 com AR, tendo os alelos HLA-DRB1*11
e *13 sido identificados como protetores na populagdo siria
estudada. Nao se observou significancia entre os alelos com
ECs e gravidade da AR.
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