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RESUMO

Introducio: A artrite reumatoide (AR) ¢ uma doencga inflamatéria cronica sistémica autoimune que provém de uma
desordem incapacitante. Até hoje, a etiologia da AR ¢ desconhecida. No entanto, ja se cogitou a existéncia de individuos
geneticamente passiveis de té-la. Muitos estudos ja foram realizados em todo o mundo, como, por exemplo, na Polonia,
Argentina, Chile, México, Brasil, Coldmbia, entre outros paises, com relagdo a influéncia entre os alelos HLA-DR e
a doenga, mas ndo no Equador. Objetivo: O principal objetivo deste estudo foi determinar a participa¢@o dos alelos
de HLA classes I e II em pacientes com AR. Pacientes e Métodos: Esta pesquisa foi desenvolvida em 30 pacientes
adultos com AR, previamente diagnosticados de acordo com os critérios de classificacdo do Colégio Norte-Americano
de Reumatologia (ACR, 1987) e 28 controles. Para a tipificagdo de HLA classes I e II, adotou-se a técnica PCR-SSP, e
as significancias estatisticas foram avaliadas pelo teste de Qui-Quadrado. Resultados: O HLA-DR4 esta presente em
76,7% dos pacientes, com uma frequéncia alélica de 45%, enquanto apenas 21% dos sujeitos controle o apresentaram. O
teste de Qui-Quadrado confirma que as variaveis HLA-DR4 e RA estdo altamente vinculadas (X*>= 11,38, P=0,00074).
Conclusdo: Ha frequéncia maior de HLA-DR4 e HLA-DR14. Os resultados encontrados sdo similares aos encontrados
em outros estudos. Porém, seria desejavel aumentar o tamanho da amostra para encontrar um maior niimero de perfis
genéticos e de alelos envolvidos.
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INTRODUCAO

A Artrite Reumatoide (AR) ¢ uma doenga inflamatoria autoi-
mune, cronica e de carater progressivo, e sua heranga ¢ consi-
derada complexa e poligénica. A prevaléncia dessa doenca na
América Latina é de cerca de 0,4%, com uma taxa de 0,24%-
1,0%.' Embora a etiologia dessa doenga ndo seja conhecida, ja
foram considerados diversos fatores de risco e tem-se mencio-
nado a presenca de individuos geneticamente passiveis de té-la,
com a influéncia de fatores do humor e celulares que acabam
levando a um processo de ativagdo imunoldgica. 2

O Antigeno de Leucocitos Humanos (Human Leukocyte
Antigen, HLA), codificado pelo Complexo Principal de
Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex,
MHC), passou a ser associado a AR desde 1976. Tanto a na-
tureza dessa associag¢do quanto a incidéncia variam de acordo
com o0s grupos étnicos e, em diversos estudos, ja foi bem do-
cumentada. Na Europa, em um estudo realizado por Ploski et
al, em pacientes poloneses e lituanos, associam-se HLA-DR1
e HLA-DR4 a vulnerabilidade.® Turesson et al. argumentam
que um tipo de HLA-DR4 esteve presente em 105 de 151
pacientes com AR extra-articular,* enquanto Cittera et al. o
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encontraram em 70 dos 140 pacientes estudados.’ O objetivo
deste estudo foi determinar a participagao dos alelos de HLA
classes I e II na suscetibilidade ao padecimento de AR em
pacientes equatorianos.

PACIENTES E METODOS

Todos os participantes receberam a explica¢do sobre o teor
do processo ¢, de forma livre e voluntaria, assinaram o Termo
de Consentimento Livre ¢ Esclarecido, sem que sua decisdo
comprometesse a relagdo médico-paciente ou o tratamento a
ser seguido. O estudo, em todos seus principios e metodologias,
contou com a aprovagdo do Comité Equatoriano de Bioética.

Pacientes

Foram analisados 30 pacientes equatorianos maiores de 18
anos com diagnodstico de AR de acordo com os critérios do
Colégio Norte-Americano de Reumatologia (American College
of Rheumatology, ACR, 1987); ndo foram avaliados pacientes
sem diagnostico confirmado ou histérico clinico completo. A
faixa etaria dos pacientes ficou entre 25 e 54 anos, com uma mé-
dia de 43,3 anos (25 do sexo feminino e 5 do sexo masculino).

Controles

Foram 28 adultos maiores de 18 anos sem diagnostico de
AR, distribuidos entre individuos sadios (n = 12), espondi-
loartrite soronegativa (n = 13) e osteoartrose (n = 3). A idade
dos controles oscilou entre 26 € 65 anos, com uma média de
45,3 anos. Desses controles, 11 foram homens (3 saudaveis
e 8 com espondiloartrite soronegativa), e 17 foram mulheres
(9 saudaveis, 5 com espondiloartrite soronegativa e 3 com
osteoartrose).

Estudo imunogenético

Para os pacientes e controles que fizeram parte da pesquisa,
houve a coleta de 5 mL de sangue por flebotomia em um
tubo com anticoagulante K.EDTA. De cada uma dessas
amostras, extraiu-se o DNA pelo método de Salting out
(Miller S et al., 1988). Os alelos HLA classes I e II foram
determinados por PCR-SSP (Pel-Freez HLA-A/B/DR/DQ
SSP Unitray®, BrownDeer, Wisconsin, USA). Esse método
se baseia na técnica de PCR e confere resolugdo dos niveis
baixos aos niveis altos dos diferentes tipos de HLA classes |
e II. A bandeja térmica de 96 vasilhas inclui a formulagdo de
diversos primers, um tampao de reacdo no qual se incorpora
o DNA numa concentracdo de 100 ng/uL e Taq polimerase. A
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mistura desses trés elementos se junta a bandeja, e se procede
a vedacdo e ao posterior ciclo térmico da seguinte maneira:
passo 1 — 1 minuto a 96°C; passo 2 — cinco ciclos de 96°C por
25 segundos, 70°C por 50 segundos, 72°C por 45 segundos;
passo 3 — 21 ciclos de 96°C por 25 segundos, 65°C por 50
segundos, 72°C por 45 segundos; passo 4 — quatro ciclos
de 96°C por 25 segundos, 55°C por 60 segundos, 72°C por
120 segundos; ¢ manutengdo a 4°C, até sua carga em gel de
agarose em 2% adicionando brometo de etidio. Finalmente,
realizaram-se eletroforese e fotodocumentagdo dos géis de
agarose e foi feita a interpretagdo dos resultados.

Frequéncia alélica

A Frequéncia Alélica (FA) ¢ definida como a percentagem
em que se apresenta um alelo especifico a respeito dos outros
subtipos encontrados, que também podem ocupar 0 mesmo
locus e deve distinguir-se da percentagem simples de indivi-
duos que tém um alelo em particular. O primeiro parametro ¢
calculado contando as vezes em que aparece um alelo numa
populacdo, dividido pelo nimero total de alelos e multiplicado
por 100.' O segundo pardmetro s6 indica a porcentagem de
individuos que, homozigética ou heterozigoticamente (sem
discriminagdo), possuem o alelo e, portanto, seus valores sdo
diferentes do primeiro.

Onde:
FA = Frequéncia Alélica (em porcentagem).
a = Numero de vezes que aparece um alelo na

populagdo do estudo (em casos de homozigose, a
contagem ¢ dupla).

Numero total de alelos que se apresentam na
populacdo em estudo.

Z
Il

Estatistica e projeto experimental

Os resultados foram avaliados pelo teste de Qui-Quadrado
(Qui?), com a corregdo estatistica de comparagéo de contrastes
multiplos de Bonferroni, para determinar a associagdo das
variaveis qualitativas HLA e AR. Procurou-se a frequéncia
alélica (FA) para quantificar a proporg¢ao de cada alelo a res-
peito da totalidade de alelos existentes.

RESULTADOS
Alelos HLA-DR4

As percentagens mais altas encontradas em pacientes corres-
pondem ao alelo HLA-DR4, presente em 23 dos 30 individuos
diagnosticados com artrite reumatoide (Figura 1). Em quatro
desses, apresenta-se em homozigose e, em cinco, aparece
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Tabela 1
Frequéncias alélicas em pacientes e controles. Os valores estdo expressos em porcentagens
£ g £ g £ £ £ £ kS £
8 £ £ 8 ki £ 2 £ £ 2 g Z 8 g £
2 g S = g S = & S = g S = g S
A2 36,67 21,67 B35 31,67 1667 DR4 4500 21,67 DRB4 60,00 33,33 DQ8(3) 3667 2500
A24(9) 30,00 20,00 B65(14) 3,33 1,67 DR103 3,33 500 DRB3 2500 30,00 DQ7@3) 3333 21,67
A68(28) 10,00 3,33 B61(40) 13,33 10,00 DRI 10,00 6,67 Null 833 2000 DQ5(1) 10,00 16,67
ATT 6,67 13,33 B39(16) 1500 13,33 DRI1(5) 500 1333 DRB5 667 1667 DQ6(1) 667 1500
Al 3,33 3,33  B62(15) 3,33 0,00 DR14(6) 1833 3,33 DQ2 0,00 11,67
A23(19) 0,00 3,33 B7 6,67 8,33 DR9 8,33 6,67 DQ9(3) 11,67 6,67
A33(19) 1,67 3,33 B60(40) 3,33 0,00 DRI5(2) 3,33 1333 DQ4 1,67 1,67
A26 (10) 1,67 0,00 B44(12) 1,67 1,67 DR16(2) 3,33 5,00 DQX 0,00 1,67
A43 1,67 0,00 BX 3,33 0,00  DRIO 1,67 1,67
A29 (19) 1,67 3,33 B37 3,33 0,00 DR8 1,67 6,67
A30(19) 1,67 500  B51(5) 3,33 3,33 DR17(3) 0,00 5,00
A31(19) 1,67 500 B50(21) 1,67 0,00 DR13(6) 0,00 6,67
A32(19) 1,67 5,00 B53 1,67 1,67 DRX 0,00 1,67
A3 1,67 13,33 B8 1,67 0,00 DR7 0,00 3,33
B56 22) 1,67 3,33
B27 1,67 1500
B48 1,67 3,33
B57 (17) 1,67 0,00
B18 0,00 11,67
B41 0,00 3,33
B45(12) 0,00 1,67
B13 0,00 1,67
B47 0,00 1,67
B40 0,00 1,67
HLA-DR4 combinado com o -DR1. A frequéncia alélica corresponde a
25 4 B No HLA-DR4 45%. Esse mesmo alelo estava nos sujeitos controle com uma
20 frequéncia de 21%. A Tabela | mostra todas as frequéncias
alélicas encontradas.
15 4 No grupo controle, o tal alelo estava em 4 dos 12 individuos
sadios e em 5 dos 13 pacientes de espondiloartrite soronegativa.
101 No entanto, nos pacientes com osteoartrose, nao se encontrou
5 | o mencionado alelo.
0 Alelos HLA-DR14
Pacientes Controles
Figura 1 O HLA-DR14 aparece em 8 pacientes com AR (FA=18%), dos

Distribui¢ao do alelo HLA-DR4 em pacientes e controles
(coluna clara). Os alelos da classe DR diferentes de DR4
aparecem na coluna escura.
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quais 2 apresentam o HLA-DR 14 em combinagdo com o -DR4.
No grupo controle, esse alelo encontrou-se em dois individuos,
um saudavel e outro com espondiloartrite soronegativa.
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Alelo HLA-B27

Apresenta-se com uma frequéncia de 1,67% em pacientes e
15% dos controles, situagdo que significa que 13 dos sujeitos
controle padecem de espondiloartrite soronegativa, doenga
amplamente associada a presenga desse alelo.!

Na Tabela 2, aparecem os valores estatisticamente mais
importantes, que foram obtidos nos alelos HLA: -DR4, -DR 14,
a combinagdo -DR4 mais -DR14, -DR9, -DQS, DQ7 e -B27.
Nos demais alelos encontrados, as significancias obtidas sdo
descartaveis.

Suscetibilidade a AR

Realizou-se um teste de Qui-Quadrado, com um intervalo de
confianga de 95%, com base nas tabelas de contingéncia com
corregao estatistica de Bonferroni e um limite de significancia
P=0,05. Com a mencionada analise estatistica, podemos con-
cluir que o HLA-DR4 esta significativamente associado a sus-
cetibilidade de parecer AR (Qui*= 11,38 ¢ P=10,00074), como
também HLA — DR14 (Qui*= 6,40 ¢ P=0,0113). A Tabela 2
mostra as significancias estatisticas mais importantes obtidas.

Também foi comparada, isoladamente, a estatistica dos
alelos DR4 e DR 14, que foram os mais importantes entre os
pacientes e os controles sadios, obtendo-se para—DR4 os valo-
res de Qui= 12,81 ¢ P=0,0003, o que confirma a associacdo
de AR com esse alelo. Para DR 14, ndo se encontrou associa¢ao
importante, como se descreve na Tabela 3.

DISCUSSAO

No Equador, nos limites de nosso conhecimento, esta ¢ a pri-
meira pesquisa realizada abordando a associagdo entre HLA
e AR. A significancia estatistica mais importante encontrada

Tabela 2
Frequéncias alélicas na artrite reumatoide versus
controles: valores de Qui® e significancia estatistica

Alelos

encontrados Qui? p
HLA-DR4 11,38 0,00074
HLA-DR14 6,40 0,0113
:bﬁ:ggf 4+ 6,80x10% 0.9934
HLA-DR9 0,1307 0,7176
HLA-DQ8 1,6685 0,1964
HLA-DQ7 0,2777 0,5981
HLA-B27 0,0113 0.9153
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Tabela 3

Frequéncias alélicas em porcentagens de
pacientes com artrite reumatoide em contraste
com individuos sadios agrupados por sexo

Frequéncia
Frequéncia Alélica Alélica em
em Pacientes Controles Sadios
Alelos (n =30) (n=12) Qui? P
-DR4 45% 5% 12,81 0,0003
-DR14 18% 1,67% 1,71 0,1908

nesse grupo de pacientes equatorianos corresponde ao alelo
DR4 que esta presente em 23 dos 30 pacientes. Valores simila-
res tém sido indicados previamente em pesquisas realizadas em
outros paises, como o de Citera et al., na Argentina, em 2001,
no qual 70 de 140 pacientes apresentam esse alelo.’

Em outro estudo realizado em uma populacao peruana, 28
de 52 pacientes (53,8%) apresentam HLA-DR4,% enquanto
Turesson et al. Mostram, em outra pesquisa, o indicador po-
sitivo do supracitado alelo em 69,5% dos pacientes com AR
extra-articular.* Sera necessario, portanto, verificar a participa-
¢a0 desse alelo nas manifestacdes somaticas da doenca e nos
padrdes soroldgicos de diagnostico caracteristicos.

Diferentemente do anterior, a descoberta desse alelo é
muito menor em uma populagdo controle saudavel. Na pre-
sente pesquisa, nds o encontramos em 4 dos 12 individuos
sadios (33,3%), enquanto na pesquisa de Citera aparece em
23,3% dos 202 pesquisados e, no Peru, em 29,7% dos 81
controles.>® Quanto ao restante da populacdo controle, dos
pacientes com espondiloartropatia soronegativa (n = 13),
38,5% apresentam DR4.

O alelo HLA-DR 14 mostra significancia estatistica dentro do
grupo de pacientes pesquisados. Faz-se necessaria uma analise
com mais pacientes em um estudo posterior, sem que se possa,
por ora, descartar ou afirmar sua associa¢do com a doenga
de maneira categorica. Isso porque, de fato, o subtipo HLA-
DRB1*1402 prevalece em nativos norte-americanos — dentre
quais a AR ¢ considerada uma doenga frequente,® embora eles
tenham se mostrado geneticamente diferentes da populacdo
equatoriana.

A2 e A24° apresentam frequéncias alélicas importantes
(36,6% e 30%), mas ndo possuem relevancia para a doenga.
Sua presenca foi confirmada numa populagdo mesti¢a mexi-
cana (32,2% e 16,4%, respectivamente),” como também em
espanhois da Murcia e peruanos. De forma similar, isso ocorre
com HLA-B35 e -B39(16), cuja frequéncia se encontra em
31,7% e 16,7%, respectivamente, em habitantes mesticos me-
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xicanos, nauatles, quéchuas, mixteques, peruanos e habitantes
da Europa Central.?®

Como se constatou nos resultados, o HLA B27 tem im-
portante presenga nos sujeitos controle (15% de frequéncia
alélica), diferentemente dos pacientes em que se apresenta com
uma FA de 1,67%. Essa frequéncia em controles se justifica
porque B27 ¢ um gene altamente associado a espondiloartro-
patia soronegativa, caracteristica que tem sido mundialmente
descrita com frequéncia na literatura. Portanto, ndo deve ser
interpretado como um alelo que tenha papel de protegao.

Dentre os alelos encontrados no grupo de estudo, a frequén-
cia alélica de HLA-DQS8 e HLA-DQ7 ndo apresenta qualquer
associacdo com a doenca. Foram relatados previamente em
diversos grupos étnicos: asiaticos, negroides e caucasianos;
e essa informagdo foi encontrada de acordo com os estudos
realizados em brasileiros, mexicanos, escandinavos, hindus,
japoneses e coreanos.’'?

Na América Latina, existem importantes estudos realiza-
dos no Brasil e na Colombia. No Brasil, ¢ importante frisar
a pesquisa feita por Louzada, Junior e Donadi, publicada em
2008. Nela, faz-se uma tipificacdo de HLA por meio de alta
resolucao em 140 pacientes ¢ 161 controles, entre brancos, ne-
gros e mulatos, encontrando varios subtipos de HLA—DR4. As
frequéncias alélicas mais importantes sdo as dos alelos; 0401,
com 7,5%; *0404, com 7,5%; e *0405, com 4,7%; todos do
tipo DR4. Também, e de maneira preponderante, temos o alelo
DRB*0101, com 12,1%" de frequéncia alélica em pacientes
e 4,35% em controles, num intervalo de confianca de 95%.
Nosso estudo mostra valores semelhantes, de 10% ¢ 6,67%,
respectivamente, mesmo que numa amostra menor, embora
sem significancia estatistica importante (P > 0,05). Tudo isso
sugere a realizagao de um estudo mais aprofundado, com maior
resolugdo, para encontrar os subtipos de DR4, como também
estender o tamanho da amostra.

Na Colombia, cuja mesticagem ¢ semelhante a do Equador,
destaca-se a pesquisa realizada por Juan Manuel Anaya em §3
mulheres que tém AR; 39 delas sdo DR4 positivo' (46,7%).
Ao analisarmos nossos dados, 19 das 26 mulheres que parti-
ciparam da pesquisa sdo portadoras desse alelo, representando
73% do grupo do sexo feminino. Em outra pesquisa de HLA
realizada por Correa e Anaya em 100 sujeitos saudaveis ndo
relacionados da regido noroeste desse pais, o alelo DR4 esta
presente em 8,5%.'* Entre nossos controles sadios (n = 12), a
frequéncia alélica esta em 4,1%, mas tanto essa porcentagem
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nos pacientes sadios quanto nas mulheres atingidas pode variar
com a inclusdo de novos sujeitos.

Os resultados obtidos nos pacientes pesquisados demonstram
que principalmente o HLA-DR4 tem significancia estatistica e
¢ passivel de padecer de artrite reumatoide, sem descartar que
-DR14, -B35, -DR9 ¢ outros alelos também podem estar associa-
dos a doenga. Apesar disso, e como ja explicado, a significancia
estatistica do HLA-DR4 encontrado nesta pesquisa — associado
ao forte desenvolvimento da doenga — encontra-se referendada
pelos resultados de estudos prévios ja efetuados. De qualquer
maneira, seria desejavel verificar a presenca desses alelos e de
suas significancias estatisticas de associagdo com um numero
maior de pacientes, envolvendo também as caracteristicas cli-
nicas e os pardmetros de avaliagdo soroldgicos e radiologicos
proprios dessa doenga.

Os alelos encontrados como associados a doencga neste e em
outros estudos realizados na América Latina, HLA-DRB1*04
e -DRB1*14, subtipos *1402 ¢ *1406*, coincidem com os
encontrados como prevalentes em varias populagdes nativas
norte-americanas ou misturadas com elas, o que nos revela a
existéncia de um fator étnico entre os componentes que predis-
pdem ao padecimento de AR. Esse tipo de pesquisa contribui
para melhorar o conhecimento da frequéncia e da distribuigdo
das variantes associadas por toda a regido, e oferece mais opor-
tunidades para esclarecer seu mecanismo, contribuindo com
dados sobre a prevaléncia dos alelos, a for¢a da associagdo e
outros componentes genéticos e ambientais, compartilhados
ou exclusivos das populagdes analisadas.

Da mesma forma, outros sistemas génicos dentro ou fora da
regido do HLA devem ser pesquisados para a construgdo dos
gendtipos completos que influenciam no desenvolvimento e no
prognostico da doenga, como, por exemplo, os polimorfismos
da regido geradora do TNF-a' e PTPN22,'¢ cuja associag@o
com a fisiopatogénese ja foi demonstrada.

CONCLUSAO

Existem pesquisas semelhantes bem documentadas na litera-
tura cientifica mundial, mas também encontramos que, dentro
do grupo pesquisado, o HLA DR4 esta fortemente associado
ao padecimento de AR. Encontramos também significancia
estatistica, dentro do grupo analisado ao alelo HLA DR 14, mas
sua participacdo na doenga ainda ndo foi acolhida nem des-
cartada por meio da analise de uma amostra mais abrangente.
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