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INPORMA(;@ES SOBRE O ARTIGO RESUMO

Histérico do artigo: Objetivos: A imunidade inata estad envolvida na fisiopatologia da espondilite anquilosante

Recebido em 10 de fevereiro de 2016 (EA), com a participacdo de bactérias gram-negativas, modulacdo do antigeno leucocitario

Aceito em 1 de maio de 2016 humano (HLA) B27 e o envolvimento de receptores de reconhecimento de padrdes, como os

On-line em 8 de julho de 2016 receptores Toll-like (TLR). O objetivo deste estudo foi investigar as caracteristicas clinicas e a
frequéncia de polimorfismos em TLR4 (Asp299Gly e Thr3991le) em uma coorte de pacientes

Palavras-chave: brasileiros com EA.

Espondilite anquilosante Métodos: Fez-se um estudo transversal que envolveu 200 pacientes com diagnéstico de EA

Polimorfismos em TLR-4 e um grupo controle saudavel de 200 individuos. Mediram-se a atividade da doenca, a

HLA-B27 gravidade e a capacidade funcional. O estudo dos polimorfismos em TLR4 foi feito com

o método de polimorfismo de fragmentos de restricdo. O HLA-B27 foi analisado por reacdo
em cadeia da polimerase convencional. Usou-se o programa SPSS Statistics 20 da IBM para
a analise estatistica e foram considerados significativos valores de p inferiores a 0,05.
Resultados: Amédia deidade e a duragédo da doenca foram de43,14+12,7 e 16,6 + 9,2 anos, res-
pectivamente. A amostra foi predominantemente do sexo masculino (71%) e de ndo brancos
(52%). Do grupo de pacientes 66% eram HLA-B27 positivos. A amostra de pacientes foi carac-
terizada por uma alterac¢ao funcional moderada e um elevado grau de atividade da doenga.
Nao foi encontrada associacdo estatisticamente significativa entre os polimorfismos em
TLR4 e a susceptibilidade a EA.
Conclusées: Os polimorfismos em TLR4 399 e 299 nao foram mais frequentes em pacientes
com EA em comparagdo com controles sauddveis e nenhuma das variaveis clinicas esteve
associada a esses polimorfismos.
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patients with ankylosing spondylitis

ABSTRACT

Objectives: Innate immunity is involved in the physiopathology of ankylosing spondyli-
tis (AS), with the participation of Gram-negative bacteria, modulation of human leukocyte
antigen (HLA) B27 and the involvement of pattern recognition receptors, such as Toll-like
receptors (TLRs). The aim of this study was to investigate the clinical characteristics and fre-
quency of TLR4 polymorphisms (Asp299Gly and Thr 3991le) in a cohort of Brazilian patients
with AS.

Methods: A cross-sectional study was carried out involving 200 patients with a diagnosis
of AS and a healthy control group of 200 individuals. Disease activity, severity and functi-
onal capacity were measured. The study of TLR4 polymorphisms was performed using the
restriction fragment length polymorphism method. HLA-B27 was analyzed by conventional
polymerase chain reaction. The IBM SPSS Statistics 20 program was used for the statistical
analysis, with p-values less than 0.05 considered significant.

Results: Mean age and disease duration were 43.1+12.7 and 16.6 +9.2 years, respectively.
The sample was predominantly male (71%) and non-Caucasian (52%). A total of 66% of
the group of patients were positive for HLA-B27. The sample of patients was characterized
by moderate functional impairment and a high degree of disease activity. No significant
association was found between the two TLR4 polymorphisms and susceptibility to AS.
Conclusions: TLR4 polymorphisms 399 and 299 were not more frequent in patients with AS
in comparison to the health controls and none of the clinical variables were associated with
these polymorphisms.

© 2016 Published by Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC
BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducao

Receptores de reconhecimento de padrdes (PRR) sdo um
conjunto de receptores envolvidos no reconhecimento de
patdgenos em organismos multicelulares. Receptores Toll-like
(TLR)! atuam como PRR e desempenham um papel essencial
no reconhecimento de componentes microbianos e ligantes
endégenos induzidos durante a resposta inflamatéria.>
Entre os polimorfismos genéticos do TLR, alguns dos
mais amplamente estudados sdo duas mutacdes funcionais
cossegregadas no dominio extracelular do TLR4 humano, loca-
lizadas no cromossomo 4 e associadas a resposta diminuida
a lipopolissacarideos bacterianos (LPS).” Com base em sua
evidéncia de associagdo a um risco aumentado de infecc¢édo
por bactérias Gram-negativas,” esses polimorfismos foram
avaliados em algumas doencas inflamatérias nas quais a
participacdo desses microrganismos tem sido implicada na
etiopatogenia, como a espondilite anquilosante (EA).
Baseado na premissa de colite subclinica em pacientes com
EA e modelos animais que demonstram a participacdo de
um gatilho infeccioso por bacilos gram-negativos®” modulada
pela apresentacéo do antigeno ao HLA-B27,% o objetivo do pre-
sente estudo foi identificar a frequéncia de polimorfismos em
TLR4 (Asp299Gly e Thr3991le) em pacientes brasileiros com EA
e investigar possiveis associa¢des entre esses polimorfismos e
uma maior suscetibilidade a doenca, bem como aspectos cli-
nicos e laboratoriais da atividade da doenca e cronicidade.
Os resultados da associacdo entre polimorfismos em TLR
e a EA foram controversos em alguns ensaios clinicos,’ pro-
vavelmente por causa da populacdo distinta estudada. Esse

fato motiva a investigacdo desta associagdo em populagoes
miscigenadas, como a brasileira.

Material e métodos

Duzentos pacientes com diagnéstico de EA de acordo com
os critérios de Nova York modificados ou espondiloar-
trite axial'’ foram recrutados da clinica de espondiloartrite
do Setor de Reumatologia da Universidade Federal de Sao
Paulo (Brasil); selecionaram-se ainda 200 individuos saudéaveis
entre voluntarios que doaram sangue no hospital da mesma
instituicdo entre maio de 2011 e outubro de 2013. Todos os par-
ticipantes concordaram em participar do estudo e assinaram
um termo de consentimento informado (pesquisa numero
1.804/10 no Comité de Etica).

Coletaram-se dados demograficos e clinicos e
empregaram-se ferramentas de avaliacdo especificas para a
caracterizagdo da atividade e gravidade da doencga, como o
Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index (Basdai),'? An-
kylosing Spondylitis Disease Activity Score (Asdas),'®> Bath Anky-
losing Spondylitis Functional Index (Basfi),'* Bath Ankylosing
Spondylitis Metrology Index (Basmi)’® e Modified Stoke An-
kylosing Spondylitis Spine Score (mSASSS).°

A andlise dos polimorfismos Asp299Gly e Thr399Ile nos
TLR4 foi feita com a reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
seguida pela digestdo com enzimas de restri¢do para cada
alelo (NCOI para 299 e Hinfl para 399).":1® A extragdo do
DNA genomico foi feita com sangue total com etilenodiami-
notetraacetato (EDTA) com um kit de extracdo de DNA (DNA
NucleoSpin®, Macherey-Nagel). A amplificacdo por PCR foi
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feita com 50ng do DNA a ser estudado em um volume total
de 20 pL com 0,8 pL de cloreto de potassio 50 mM, 2 pL de Tris
(pH 8,4), 0,6 mM de cloreto de magnésio, 0,4 mL de cada primer
(10nM), 0,4 pL de mistura de desoxirribonucleotideos (dATP,
dCTP, dGTP e dTTP) e 0,06 pL de unidades de Platinum Taq
DNA Polimerase (0,015 U/pL).

O termociclador automaético (MJ Research PTC-200) foi
programado para amplificacdo: desnaturacao inicial (95° C
durante quatro minutos), seguido de 35 ciclos de 95° C durante
45 segundos, 55° C durante 30 segundos e 72° C durante
90 segundos, com uma extensao final a 72° C durante 10 min.
Os primers forward e reverse foram, respectivamente, 5'-GAT
TAG CAT ACT TAG ACT ACT ACC TCC ATG-3’ e 5'-GAT CAACTT
CTG AAA AAG CAT TCC CAC-3’ para o Asp299Gly e 5-GGT TGC
TGT TCT CAAAGT GAT TTTGGGAGA Ae5-CCT GAA GACTGG
AGA GTG AGT TAA ATG CT-3’ para o Thr3991le. Fez-se eletro-
forese em gel de agarose a 2% para confirmar a amplificacdo
de DNA.

Usou-se uma aliquota de 5pL com a enzima de restricdo
adequada para a digestdo do produto da PCR a 37° C durante
duas horas. Fez-se eletroforese em gel de agarose a 4% (Aga-
rose 1000 Invitrogen, Eugene, Oregon, EUA) para aidentificacdo
dos alelos do TLR4. O gel foi corado com Sybr Gold (Nucleic acid
gel stain, Invitrogen, Eugene, Oregon, EUA) e visualizado com
o Storm 849 system (Molecular Dynamics, EUA).

A andlise do HLA-B27 foi feita com a PCR convencional em
um termociclador automadtico (MJ Research PTC-200): 70 ng
de DNA de cada amostra, 0,9 pmol/L de cada primer forward e
reverse, 1,1 mmol/L de cloreto de magnésio, 200 pmol/L de mis-
tura de desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e
2 U de Tag DNA Polymerase para um volume total de 25 n L. Os
primers forward e reverse foram, respectivamente, E91S (5'-GGG
TCT CAC ACC CTC CAG AAT-3') e 136AS (5'-CGG CGG TCC AGG
AGC T-3'). As condi¢bes dos ciclos foram de 100 segundos a
94°C, seguido por 30 ciclos de um minuto a 94°C, um minuto
a 64° C e dois minutos a 72° C, com uma extensdo final a 72°C
durante 10 minutos em 40 ciclos consecutivos.

Para avaliar a qualidade da reagdo (controle interno), as
reacoes foram feitas com primers para 3-globina para todas
as amostras, nas mesmas condicdes usadas para as reagoes
do HLA-B27. Os primers para essas reacdes foram o PCO4
(5'-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3) e GH20 (5'-GAA GAG
CCA AGG ACA GGT AC-3'). Os produtos da PCR foram analisa-
dos por meio da eletroforese em gel de agarose a 1% durante
uma hora a 100V.

Os dados numéricos foram expressos como a média e
desvio padrao. Usou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para
determinar a distribuicdo dos dados (normal ou nao normal).
Usou-se o teste de Mann-Whitney ou o teste de Kruskal-Wallis
para comparacdes entre dados categéricos e numéricos. O
teste de qui-quadrado foi usado para determinar a distribuicao
dos polimorfismos em TLR4 entre os grupos, bem como para a
comparacdo das variaveis categéricas. Calcularam-se os coe-
ficientes de correlacdo de Spearman para determinar a forca
da correlagdo entre as variaveis continuas. Construiram-se
modelos de regressao logistica bivariada e multivariada com
as varidveis que apresentaram associacOes estatisticamente
significativas nos testes anteriores. Usou-se o programa SPSS
20da IBM para a andlise estatistica e foram considerados sig-
nificativos os valores de p inferiores a 0,05.

Resultados

A tabela 1 apresenta os dados clinicos e demograficos dos
200 pacientes. Como esperado, o sexo masculino foi predo-
minante. Aproximadamente um quarto dos pacientes tinha
antecedentes familiares de EA e metade da amostra relatou
envolvimento periférico atual ou pregresso. Quase 40% dos
pacientes tinha uveite anterior. As taxas de prevaléncia de
tabagismo atual e a pratica regular de exercicios fisicos foram
baixas.

A média na atividade da doenca foi elevada, com um
comprometimento significativo na fung¢do e mobilidade que
refletiu a duragdo prolongada da doenca. Mais de 60% dos paci-
entes fazia uso regular de um farmaco anti-inflamatério néo
esteroide e 35% usavam um farmaco antirreumatico modifi-
cador da doenca sintético. Quase metade dos pacientes usava
inibidores do TNF-«a, com igual distribuicdo entre etanercept,
infliximabe e adalimumabe.

O estudo do HLA-B27 foi feito em 197 (98,5%) pacientes com
EA e 60 (30%) individuos saudaveis, 66% (n=130) e 1,6% (n=1)
dos quais testaram positivo, respectivamente. Manifestacoes
extra-articulares foram encontradas em 80 pacientes (40%),
a mais frequente das quais foi a uveite anterior aguda
(n=74; 37%), seguida pela balanite circinada (n=3; 1,5%), colite
nao especifica (n=2; 1%) e uretrite estéril (n=1; 0,5%).

Nao foram encontradas diferencas estatisticamente signi-
ficativas entre os pacientes e controles saudaveis em relacdo
aos polimorfismos Asp299Gly e Thr399Ile. Em decorréncia da
quantidade muito baixa de homozigotos, os heterozigotos e
os homozigotos foram incluidos no mesmo grupo para os
testes. Os polimorfismos 299 e 399 estavam em equilibrio
de Hardy-Weinberg (HW) nos pacientes (HW-x?=0,73, p=0,39
e HW-x?2=0,22, p=0,63, respectivamente) e controles (HW-
-x?=0,68, p=0,41 e HW-x 2=0,26, p=0,61, respectivamente),
o que demonstra a conservacdo de frequéncias de genétipos
ao longo das geracoes (tabela 2). Encontrou-se uma tendéncia
a maior frequéncia de ndo cossegregacdo dos alelos no grupo
controle em comparagdo com os pacientes com EA (tabela 3).

Para uma anadlise mais detalhada, os pacientes foram divi-
didos em subgrupos com base em caracteristicas clinicas. As
pacientes do sexo feminino tinham maior indice de massa
corporal (IMC), bem como maiores escores no HAQ-S e Asdas-
-VHS. As mulheres também tinham uma menor duracio da
doenca, menor gravidade do envolvimento sacroiliaco, bem
como menores escores no mSASSS e Basmi em comparacao
com os homens (tabela 3). Depois de controlar varidveis de
confusdo no modelo de regressdo logistica, apenas o IMC
(p=0,014) e a pontuacdo no Basmi (p=0,02) permaneceram
significativamente associados ao sexo.

Na andlise de regressdo logistica, com a positividade
para o B27 como varidvel dependente, foram encontradas
associagOes significativas com a artrite periférica (p=0,039),
uveite (p=0,033) e uso de inibidores do TNF-a (p=0,003)
(tabela 4). Entre os pacientes HLA-B27 positivos, encontrou-se
uma tendéncia a um predominio de brancos (p=0,058). Além
disso, encontraram-se nesse grupo maiores taxas de preva-
léncia de uveite anterior, envolvimento sacroiliaco mais grave
(grau IV), maior tempo de duracdo da doenca e uma maior
frequéncia de uso de agentes biolégicos (p <0,05) (tabela 5).
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Tabela 1 - Dados clinicos e demograficos de pacientes com espondilite anquilosante e controles saudaveis

Caracteristicas clinicas Pacientes (n=200) Controles (n=200) p
Idade (anos) 43,1+12,7 38,5+11,2 0,001
Sexo masculino (n,%) 142 (71) 121 (60,5) 0,027
Etnia branca (n,%) 96 (48)
Duragdo dos sintomas (anos) 16,6 +£9,2
Tempo de diagnéstico (anos) 7,6+6,2
Antecedentes familiares de EA (n,%) 46 (23)
Presenca de HLA-B27 (n,%) 130 (66)
Envolvimento periférico (n,%)
Artrite (pregressa ou atual) 99 (49,5)
Entesite (pregressa ou atual) 129 (64,5)
Envolvimento axial isolado (n,%) 42 (21)
Envolvimento do quadril (n,%) 26 (13)
Uveite anterior (pregressa ou atual) (n,%) 74 (37)
Habitos de vida atuais (n,%)
Tabagista 19 (9,5)
Atividade fisica regular 44 (22)
Indices de doengas especificos
BASDAI 2,25+2,02
BASMI 4284230
BASFI 3,80+2,52
ASDAS-VHS 2,20+1,06
ASDAS-PCR 2,07 +1,08
HAQ-S 1,05+1,35
mSSASS 19,0 £22,32
Testes da atividade inflamatéria
VHS (mm) 21,92 + 20,47
PCR-us (mg/dL) 8,96 413,53
Tratamento convencional atual (n,%)
AINE 125 (62,5)
Glicocorticoides 12 (6)
Metotrexato 34 (17)
Sulfassalazina 18 (9)
Inibidores do TNF-« (n,%) 81 (40,5)
Infliximabe 35 (17,5)
Etanercept 24 (12)
Adalimumabe 22 (11)

AINE, anti-inflamatdrio nédo esteroide; ASDAS, Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score; BASDAI, Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity
Index; BASFI, Bath Ankylosing Spondylitis Function Index; BASMI, Bath Ankylosing Spondylitis Metrology Index; EA, espondilite anquilosante; HAQ-S,
Health Assessment Questionnaire-Spondylitis; mSSASS, modified Stokes Ankylosing Spondylitis Spine Score; PCR-us, proteina C reativa ultrassensivel;

VHS, velocidade de hemossedimentacao.

Teste U de Mann-Whitney.

Tabela 2 - Frequéncia de polimorfismos em TLR4 (299

e 399) em pacientes e controles

Polimorfismos Pacientes Controles )
em TLR4 n=200 n=200
Asp299Gly
Selvagem 182 (91%) 178 (89%) 0,505
Heterozigoto 17 (8,5%) 22 (11%)
Homozigoto 1(0,5%) 0
Thr3991le
Selvagem 187 (93,5%) 186 (93%) 0,50
Heterozigoto 13 (6,5%) 14 (7%)
Homozigoto 0 0

Teste de qui-quadrado.

Os pacientes com a forma adulta da doenca tiveram uma
maior pontuacgdo no Basfi, Basdai e HAQ-S, tinham mais idade
e maior tempo de duracdo da doenca. Aqueles com a forma
juvenil da doenca apresentavam mais relatos de anteceden-
tes familiares de EA, faziam mais uso de sulfassalazina e
relatavam mais efeitos colaterais de inibidores do TNF-a. No
entanto, nenhuma dessas varidveis permaneceu estatistica-
mente significativa no modelo de regressdo multipla final.

Pacientes nao brancos tiveram maior pontuac¢ao no IMC e
Basmi em comparacdo com brancos (tabela 6). No entanto,
apenas a pontuacdo do Basmi permaneceu estatisticamente
significativa na andlise de regresséo logistica (p =0,004). O grau
mais frequente de sacroileite radiografica foi o III (n=103;
51,8%), seguido pelos graus IV (40,5%) e 11 (7,5%).
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Tabela 3 - Caracteristicas dos pacientes com espondilite
anquilosante de acordo com o sexo

Varidveis Masculino Feminino )
(n=142) (n=58)
Etnia
Branca 67 (47,2%) 9 (50%) 0,717
Nao branca 5(52,8%) 29 (50%)
Inicio
Adulto 118 (83,1%) 50 (86,2%) 0,586
Juvenil 24 (16,9%) 8(13,8%)
HLA-B27+ 6 (67,6%) 4 (58,6%) 0,158
Artrite 8 (47,9%) 1 (53,4%) 0,475
Entesite 93 (65,5%) 6 (62%) 0,646
Uveite anterior 3(37,3%) 1(36,2%) 0,882
Antecedentes familiares 6 (25,3%) 0(17,2%) 0,216
de EA
Envolvimento axial puro 29 (20,4%) 13 (22,4%) 0,754
IMC (kg/m ?) 24,81 +3,72 25,80 + 3,87 0,02
BASMI 4,63+222 3,43+2,27 0,001
mSASSS 22,54+23,34 10,64+17,2 < 0,0001
ASDAS-VHS 2,11+1,05 2,42 +1,04 0,036
HAQ-S 1,03+£0,61 1,11+ 2,33 0,03
VHS (mm) 19,3+ 19,6 28,35+21,31 0,001
Duragdo da doenga 17,5+9,43 14,43 £ 8,5 0,02
(anos)
Sacroileite radiografica
1 11 (7,7%) 4 (7,0%) 0,044
111 66 (46,5%) 38 (65,5%)
Y% 65 (44,0%) 16 (27,6%)

ASDAS, Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score; BASMI, Bath
Ankylosing Spondylitis Metrology Index; EA, espondilite anquilo-
sante; IMC, indice de massa corporal;, HAQ-S, Health Assessment
Questionnaire-Spondylitis; mSASSS, modified Stokes Ankylosing Spondy-
litis Spine Score; VHS, velocidade de hemossedimentacao.

Testes de qui-quadrado e Mann-Whitney.

The p value in bold means statistically significant.

Entre os pacientes em uso de inibidores do TNF-a, 20
(24,7%) precisaram mudar de agentes: cinco (6,2%) em decor-
réncia de falha primaria (6,2%), seis (7,4%) em razao de falha
secundaria e 13 (16%) em decorréncia de eventos adversos,
especialmente reacOes a infusdo e infec¢des. Além disso, qua-
tro (2%) desses pacientes mudaram mais de duas vezes de
inibidores de TNF-a.

A uveite anterior esteve associada a um maior tempo de
duracdo da doenca (p=0,002), mas perdeu sua significancia
estatistica no modelo final. O envolvimento do quadril esteve
associado a cronicidade e contagens mais baixas de atividade
da doenca (dados nao mostrados). No modelo de regressao
logistica final, o maior tempo de durac¢ao da doenca (p =0,039),
uma pontuacdo mais elevada no Basfi (p =0,027) e uma menor
pontuacdo no Basdai (p=0,024) mantiveram-se estatistica-
mente significativos.

Os pacientes com maior tempo de duracdo da doenca
tinham maior pontuac¢do no mSASSS e Basmi, bem como um
menor escore no Asdas-VHS. No modelo final, apenas o escore
do Asdas-VHS (p=0,015) permaneceu significativo. A maior
duracao dos sintomas se correlacionou com escores mais altos
no Basmi, Basfi, HAQ-S e mSSASS, bem como a uma pontuacao
mais baixa no Basdai. No modelo final, os escores do Basmi

Tabela 4 - Caracteristicas dos pacientes com espondilite

anquilosante de acordo com a positividade
para o HLA-B27

Variaveis HLA-B27 HLA-B27 P
positivo negativo
(n=130) (n=67)
Etnia
Branca 9 (53,1%) 6 (39%) 0,058
Nao branca 1 (46,9%) 41 (61,2%)
Inicio

Adulto 103 (82,4%) 55 (87,3%) 0,386

Juvenil 2 (17,6%) 8 (12,7%)

Artrite 58 (44,6%) 40 (59,7%) 0,045

Entesite 5 (65,4%) 43 (64,2%) 0,867

Uveite 6 (43,1%) 17 (25,4%) 0,015

Antecedentes familiares 1(23,8%) 14 (20,9%) 0,640
de EA

Sacroileite radiogrdfica

1l 9 (6,9%) 6 (8,9%) 0,01

111 59 (45,4%) 44 (65,7%)

v 62 (47,7%) 17 (25,4%)
Envolvimento axial puro 28 (21,5%) 12 (17,9%) 0,549
Duragdo da doenga 8,28 +6,57 6,3945,07 0,039

(anos)

Inibidores do TNF-a 59 (45,4%) 6 (23,9%) 0,003

EA, espondilite anquilosante.
Testes de qui-quadrado e Mann-Whitney.
The p value in bold means statistically significant.

Tabela 5 - Caracteristicas dos pacientes com espondilite
anquilosante de acordo com a etnia

Varidveis Branca Nao p
(n=96) branca
(n=104)
Inicio
Adulto 78 (81,3%) 90 (86,5%) 0,3
Juvenil 18 (18,7%) 14 (13,5%) 0,8
Artrite 47 (49%) 52 (0,5%) 0,883
Entesite 61 (63,5%) 68 (65,4%) 0,786
Uveite 34 (35,4%) 40 (38,5%) 0,656
Antecedentes 23 (24%) 23 (22,1%) 0,757
familiares de EA
Sacroileite radiogrdfica
II 6 (6,2%) 9 (8,6%) 0,037
III 59 (61,4%) 45 (43,3%)
v 31 (32,3%) 50 (48,1%)
Envolvimento axial 21 (21,8%) 21 (20,2%) 0,770
puro
IMC (kg/m?) 24,81+3,72 25,8+ 3,87 0,048
BASMI 3,89+2,18 465+2,36 0,023

BASMI, Bath Ankylosing Spondylitis Metrology Index; EA, espondilite
anquilosante; IMC, indice de massa corporal.

Testes de qui-quadrado e Mann-Whitney.

The p value in bold means statistically significant.
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Tabela 6 - Caracteristicas dos pacientes com espondilite
anquilosante de acordo com o envolvimento do quadril

Variaveis Envolvimento do quadril p
Sim (n=26) Nao (n=174)
Idade (anos) 47,7 +£ 11,3 42,4 + 12,7 0,035
Tempo de 10,3 £ 7,9 7,2+59 0,04
diagnéstico
(anos)
Duracao da 23,4+ 9,6 15,6 + 8,8 < 0,0001
doenca (anos)
BASDAI 1,20 + 1,43 2,42 £+ 2,06 0,001
BASMI 5,55 + 1,52 410 + 2,33 0,002
BASFI 5,03 & 2,52 3,61 + 2,48 0,011
mSASSS 27,33 + 24,46 17,77 + 21,80 0,035
ASDAS-PCR 1,55 £ 0,88 2,14 + 1,09 0,009
HAQ-S 1,86 + 3,72 0,93 + 0,61 0,017

ASDAS, Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score; BASDAI, Bath
Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index; BASFI, Bath Ankylosing
Spondylitis Function Index; BASMI, Bath Ankylosing Spondylitis Metro-
logy Index; mSASSS, modified Stokes Ankylosing Spondylitis Spine Score.
Testes de qui-quadrado e Mann-Whitney:.

The p value in bold means statistically significant.

(p < 0,0001) e Basdai (p=0,016) permaneceram estatistica-
mente significativos apds ajustes multiplos.

Quando os pacientes foram classificados — de acordo com
os escores do Asdas - em remissdo (< 1,3), atividade da doenca
moderada (> 1,3 e<2,1), alta (> 2,1 e<3,5) ou muito alta
(> 3,5), encontraram-se as seguintes frequéncias: 14% (n=28),
31,5% (n=63), 37% (n=74) e 17,5% (n=35), respectivamente.

A pontuacdo no Basdai se correlacionou positivamente
com o Basfi, Asdas-VHS, Asdas-PCR, VHS, PCR e HAQ-
-S e se correlacionou negativamente com o mSSASS.
Apbs regressdo linear multivariada, o Basdai permaneceu
significativamente correlacionado com o Basfi (p=0,001),
HAQ-S (p=0,047), Asdas-VHS, Asdas-PCR e VHS (p<0,0001),
mas ndo com a PCR (p=0,247).

Discussao

Os polimorfismos em TLR4 399 e 299 nao foram mais fre-
quentes em pacientes brasileiros com EA em comparac¢ido
com controles saudaveis, pois ndo houve diferenca esta-
tisticamente significativa entre o grupo de pacientes e o
grupo controle. A influéncia dos polimorfismos em TLR4
na etiopatogenia de infec¢des, especialmente por bactérias
gram-negativas, é bem conhecida,’® j4 que esses polimor-
fismos resultam em um fendtipo que é pouco sensivel
as endotoxinas derivadas do processo infeccioso que pro-
vocam a transducdo aberrante do sinal na presenca de
microrganismos. No entanto, diversos autores recentemente
questionaram a influéncia de polimorfismos desse receptor
na progressao, gravidade e desfecho de infec¢oes, o que sugere
que os fatores relacionados com o hospedeiro sdo mais impor-
tantes do que os polimorfismos propriamente ditos.?%?!
Componentes bacterianos ou intracelulares podem iniciar
o processo inflamatério e provocar sensibilizacdo a um anti-
geno enddgeno por meio do mimetismo molecular, ativar
persistentemente a imunidade inata adaptativa e perpetuar

o processo inflamatério. O gatilho pode nédo ser necessaria-
mente patogénico, mas fazer parte da microbiota residente
normal e pode culminar com o desenvolvimento de doencas,
como a EA, em individuos geneticamente susceptiveis.”

H4 algumas evidéncias de uma associagdo entre polimor-
fismos em TLR (299 e 399) e a EA,%?2?3 mas essa associagdo
ndo foi confirmada por outros estudos.?*?° O mesmo é ver-
dadeiro para o Asp896Gly.”” O polimorfismo S180L de uma
proteina adaptadora do TLR2 e 4 (TIRAP), que demons-
trou desempenhar um papel protetor contra a ocorréncia de
lapus eritematoso sistémico, também demonstrou néo ter
associacdo com a EA.%8

Kyo et al. descobriram que camundongos mutantes
(C3H/Hej) para TLR4 ndo desenvolveram artrite ap6s a injecao
intra-articular de LPS de E. coli, ao contrario do grupo sel-
vagem.”’ Isso levantou a hipétese de que a mutagdo no TLR4
pode diminuir a intensidade da resposta imune inata e ter um
papel protetor, em vez de promover a autoimunidade.

Os presentes dados mostram que os polimorfismos
299 e 399 em TLR4 nédo sdo fatores genéticos de maior sus-
ceptibilidade a EA, o que esta de acordo com uma metandélise
recente que envolveu dados compilados de nove estudos
sobre esse tema.’’ Além disso, é importante ressaltar que
um dos maiores estudos genéticos feitos (The Australo-Anglo-
-American Spondyloarthritis Consortium), que envolveu mais de
dois mil pacientes de ascendéncia europeia com EA, também
ndo encontrou associacdo entre os TLR e a susceptibilidade
a doenca.” De acordo com os autores citados, as principais
associagdes ocorreram com dois genes isolados (2p15 e 21q22),
bem como com a IL-23R, IL-1R2, ANTXR2 e ERAP-1.

A expressdo do TLR4 estd relacionada com a interface
entre o sistema imune e o ambiente, bem como com as res-
postas inflamatdérias agudas e crénicas em pacientes com
EA,*'33 mas os polimorfismos ndo parecem estar associa-
dos a um maior risco de desenvolver a doenca.’° Estudos
populacionais que envolveram individuos saudaveis indicam
heterogeneidade na distribuicdo geografica desses polimorfis-
mos. As frequéncias variaram de 4 a 10% em brancos>* na
presente coorte, enquanto se relatou uma frequéncia de 16%
entre os africanos.> N&o hi relatos desse polimorfismo em
asidticos.?

Considerando que a populacgéo brasileira é altamente mis-
cigenada entre diversos grupos étnicos, nio se podem garantir
resultados semelhantes se pacientes de outras partes do pais,
especialmente sem origem europeia, tivessem sido incluidos.

Nao se pode descartar a possibilidade de uma associacao
fraca, que pode ser representativa em um tamanho de amos-
tra maior do que a usada no presente estudo. No entanto, um
trabalho feito no Reino Unido que envolveu mais de 500 paci-
entes com EA também ndo encontrou associagdo.® O mesmo
é verdade para outras etnias, como populacdes hiingaras, fin-
landesas, coreanas, canadenses e holandesas. Outro ponto
a considerar é a baixa prevaléncia de genétipos homozigo-
tos para os polimorfismos em TLR4 na presente coorte, que
é semelhante aos resultados descritos em outras populagdes.

Demonstrou-se que ratos transgénicos para HLA-B27 ndo
desenvolvem inflamacdo das énteses ou intestinos, embora
esses animais desenvolvam lesdes genitais e de pele sob
condicOes estéreis, o que demonstra o papel dos agentes
infecciosos como um gatilho inflamatério.?® Além disso, a
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participacdo do ambiente é um fator determinante no sur-
gimento da doenca, j4 que apenas 2 a 5% da populacdo
positiva para HLA-B27 a desenvolvem. Baseado neste fato,
investigou-se a interagdo entre o HLA-B27 e polimorfismos em
TLR4 na presente amostra, mas essa nao foi encontrada, pois
nao foram detectadas diferengas significativas nos polimor-
fismos entre os pacientes e controles saudéveis. Além disso, a
quantidade de pacientes com polimorfismos foi relativamente
pequena.

Em relacdo aos aspectos clinicos, os homens apresenta-
ram danos radiograficos axiais mais graves e maior tempo
de duracdo da doenca do que as mulheres, o que é seme-
lhante aos resultados descritos por outra coorte brasileira,?”
bem como em outras populagdes, embora sem diferenca signi-
ficativa de género em relagdo ao envolvimento periférico.>® No
entanto, esses achados devem ser interpretados com cautela,
uma vez que as Unicas diferencas estatisticamente significati-
vas apés o controle por varidveis de confusao, especialmente
a duracao da doenca e a idade, foram a pontuacdo no Basmi,
que foi maior no sexo masculino, e o IMC, que foi maior entre
as mulheres.

A miscigenacdo provavelmente contribuiu para as duas
peculiaridades encontradas na presente amostra. A primeira
foi a menor frequéncia de positividade para o HLA-B27 (66%)
em comparagdo com outra coorte brasileira (78,2%)% e estu-
dos que envolveram populagdes brancas (mais de 90%).>° Da
amostra em questdo, 52% eram nao brancos, o que reflete
melhor a populacdo brasileira em compara¢dao com estudos
anteriores (75,5% de pacientes brancos).®” A segunda particu-
laridade foi o maior envolvimento periférico ou misto, o que
também foi relatado em outras popula¢des miscigenadas.*4°
Entre apenas os pacientes brancos do presente estudo, a
frequéncia de positividade para o HLA-B27 foi de 75%, o que
é muito préximo da frequéncia relatada em uma coorte bra-
sileira anterior,>® bem como a relatada em um estudo francés
recente.*!

Os pacientes com altos escores no indice de cronicidade
geralmente tinham menor pontuacdo no indice de atividade
da doenca, tal como a associacdo entre o envolvimento do
quadril e uma pontuacdo pior no Basfi e menor no Basdai.
Do mesmo modo, a duragao da doenca se correlacionou com
uma menor pontuagao no Basdai e uma maior pontuagdo no
Basmi. Curiosamente, a pontuagao no Basdai se correlacionou
com outros marcadores de atividade (Asdas-VHS e PCR), bem
como com uma pior funcionalidade, mas a correlacdo com a
PCR, que é um dos parametros mais padronizados para estu-
dar a atividade inflamatéria em pacientes com EA,*? néo foi
significativa.

Como esperado, a presenca de HLA-B27 esteve signi-
ficativamente associada a manifestacoes extra-articulares
(uveite)*® e menor envolvimento periférico, mas ndo foram
encontradas associacoes com o escore radiolégico ou qual-
quer ferramenta de avaliacdo especifica da EA, incluindo a
atividade, funcao e mobilidade. Esse achado reflete o conhe-
cimento mais recente de que esse aspecto genético ndo é um
fator associado a um pior prognéstico em relacao a formacéo
de novo osso.**

A prevaléncia da forma juvenil (16%) foi semelhante a
encontrada em caucasianos (8,6 a 21%), turcos (13,4%) e outra
coorte brasileira (16%),* bem como mais baixa do que as taxas

relatadas para mexicanos (28 a 54%) e coreanos (41,3%).° A
inclusao desses pacientes ndo exerceu um impacto impor-
tante sobre os desfechos clinicos, laboratoriais e de imagem
analisados, o que esté de acordo com a no¢do de que esse sub-
grupo é parte do mesmo espectro da doenca. Em contraste,
alguns autores relataram menor envolvimento axial e uma
maior proporcdo de envolvimento periférico, especialmente
nos joelhos, em comparagdo com o inicio da doenca apds os
16 anos.? 4346

O presente estudo tem limitacbes que devem ser abor-
dadas, como o tamanho da amostra para estudos sobre
polimorfismos genéticos e a maior proporgdo de individuos
caucasianos nessa coorte, o que pode nao refletir a populacao
brasileira com EA. Os dados do presente estudo sugerem que
essas variacdes em TLR4 nao sdo susceptiveis de influenciar
na etiopatogenia da EA. Esse achado, no entanto, nao exclui
a possibilidade de que as anormalidades funcionais nos TLR
ou outras moléculas intimamente associadas a sinalizagcdo de
TLR sejam importantes na patogénese das espondilartropa-
tias.
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