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A associagio de antigenos de histocompatibilidade com 2 artrite reumatbide
(AR) vem sendo demonstrada em inimeros estudos. A principal associagio em populagio
caucasdide € com o HLA-DR4, contudo, também vem sendo observada com HLA-DR] e
outros antigenos. Resultados de vérios trabalhos sugerem que, 0 HLA-DR4 estid mais
associado com a gravidade do que com suscetibilidade. Com a introdugiio das técnicas de
biclogia molecular foi possivel determinar que, os subtipos do HLA-DR4, relacionados
com AR, sdo os alelos HLA-DRBI*MOI, *0404 e *0405, que estdo mais associados &
gravidade da doenca do que com a suscetibilidade. Em alguns estudos verificou-se,
também, que os subtipos do HLA-DR1 associados com a doenca sdo os alelos HLA-
DRB1*0101 e *0102.

Os propésitos deste estudo foram os de analisar a freqiiéncia dos antigenos
HLA-DR, identificar os alelos especificos do HLA-DRB1, determinar sua freqiiéncia,
correlacionar estes alelos com as manifestacBes clinicas e laboratoriais e caracterizar

aqueles que podem predizer o padrio evolutivo da AR em pacientes caucasbides.

Foram avaliados 65 pacientes caucasoides, com AR, diagnosticados pelos
critérios da  “American College of Rheumatism” (ACR). Todos foram avaliados
clinicamente quanto ao envolvimento articular e extra-articular. O quadro funcional foj
analisado usando-se a classificagdo funcional de Steinbrocker (CFS). Fator reumatoide

(FR) e exame radiografico foram realizados em todos os pacientes.

Na determinagio dos antigenos de classe T e II utilizou-se a reacdo da
microlinfocitotoxicidade. O DNA gendmico dos pacientes positivos para HLA-DR1 e DR4
foi amplificado pela reagio da cadeia da polimerase (PCR), ¢ a identificaciio dos alelos
efetuada através da hibridizacio de sondas de oligonucleotideos com seqiiéncias especificas
{880).

Nesta casuistica, o0 HLA mais freqiiente foi o HLA-DR1 (26,2%), quando
comparado com o grupo controle ( 11,5%) (p<0,05). HLA-DR4 ocorreu em 24,6% dos

pacientes e em 18% dos controles (p>0,05). Os pacientes com HLA-DR1 nio mostraram




associagdo com nenhuma das varidveis clinicas ¢ laboratoriais estudadas. Aqueles com
DRA4 positivo, quando comparados com DR4 negativo, apresentaram maiores titulos de FR,
erosdo Ossea ¢ um pior grau ma CFS (P<0,03). Os alelos HLA-DRB1*0401 ¢ *0404
apresentaram associagio com um quadro funcional mais incapacitante, FR em altos titulos
¢ erosdo Ossea, ndo se evidenciando predominio significativo de um sobre ¢ outro, com
excegdo do Fator Reumatdide, que estava em maiores titulos nos pacientes com o alelo
*0404. Os alelos HLA-DRB1*0101] e *0102, embora mais frequentes, ndo apresentaram

assoctagio com as varidveis clinicas e laboratoriais.

Os pacientes com HLA-DRB1 *0401, *0404 ¢ *0101, que possuem seqiiéncias
semelhantes de aminoécidos na regidio 70-74 (QKRRA - QRRAA), mostraram maior

freqiiéncia de erosdes.

A partir dos dados obtidos, concluimos que os alelos HLA-DRB1*010] e
*0102 estavam relacionados com a suscetibilidade na AR, enquanto que os alelos
HLA-DRBI1*0401 ¢ *0404 estavam associados com doenga mais agressiva.
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L.1. CONSIDERACOES GERAIS

A artrite reumatéide (AR) ¢ uma doenga inflamatoria cronica, sistémica, de
etiologia desconhecida, que leva 2 uma poliartropatia geralmente simétrica, resultando em
dano 3 cartilagem e reas vizinhas ao oss0. Por sua caracteristica crdnica e progressiva,
tende a evoluir para deformidades articulares, com importante perda funcional em poucos
anos, embora alguns pacientes possam apresentar remissdes espontineas (SAMARA &
MARQUES NETO, 1985).

A prevaléncia da AR em estudos epidemioldgicos realizados no exterior, varia
entre 1 ¢ 6% (ALARCON, 1995). A mais comumente citads na literatura, € de 1% da
populagdo (LINOS et al., 1980), e as mais altas tém sido encontradas entre indigenas
americanos (Yakima, Chippewa e Pima), nos quais as prevaléncias atingem niveis de até
6% da popula¢io (WILKENS et al, 1976; HARVEY, et al., 1981; DEL PUENTE, et al,
1989). No Brasil, um estudo multicéntrico em macrorregides do Pais encontron uma
prevaléncia de AR, em adultos, de 0,2 a 1,0 % da populacio {(MARQUES NETQ et al.,
1993}

A incidéncia da doenca nos anos sessenta ¢ra de 26 casos para 10.000
habitantes (Q’SULLIVAN, CATHCART, BOLZAN, 1968). Estudo realizado por LINOS
¢t al. (1980), encontrou incidéncia de dois a quatro casos para 10.000 habitantes, sugerindo
um declinio da ocorréncia de AR. Tais dados, porém, n3o foram confirmados em trabalho
recente, que verificou, também, incidéncia ao redor de 26 ¢asos para cada 10.000
habitantes (CHAN et al., 1993).

A doenga pode ocorrer em qualquer idade e sua incidéncia aumenta com o
passar dos anos, sendo que, o pico da estd entre a quarta e sexta décadas.  As mulheres sio
afetadas duas a trés vezes mais que os homens (ZVAIFLER, 1989; SCHAARDENBURG
& BREEDVELD, 1994).
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Embora a doenga seja ainda de causa desconhecida, avangos significantes tém
sido feitos no esclarecimento da patogénese da AR. Hi certamente, fatores desencadeantes
dos processos imunologico e inflamatério e uma evidente participagio genética, que tém
sido recentemente avaliados através de estudos de imunogenética e biologia molecular

(KLARESKOG, RONNELID, HOLM, 1995).

Virus e bactérias, ha longo tempo, tém sido suspeitos de desencadearem o
processo da AR. Numerosos patogenos como: mycoplasma, clostridism, proteus, retrovirus
e o virus de Epstein-Barr t&m sido relacionados a patogenia da AR, porém, nenhum
achado consistente confirma que estes microrganismos estejam relacionados com o seu
desenvolvimento (SPECTOR, 1990). Se um agente infeccioso tem um papel etiologico,
um grande niimero de diferentes agentes pode estar envolvido, atuando como um estimulo

néo especifico junto a outro fator predisponente (ROOK, 1993),

A participaglio de fatores genéticos & evidenciada por estudos em gémeos
monozigbticos, variando a concordincia da freqiiéncia da artrite reumatoide de 10 3 30%,
sendo que, em irméos ndo gémeos esta incidéncia & muito menor (LAWRENCE & BALL,
1958). Existe uma grande concordincia de AR em gémeos idénticos, homozigéticos, com
© antigeno de leuceitos humanos HLA-DR4 |, conferindo um aumento na suscetibilidade 3
AR (JAWAHEER et al, 1994). Essa concordincia da freqiiéncia foi encontrada,
principalmente, em pacientes com padriio de doenca agressiva, sugerindo que fatores
genéticos estfio mais associados com a gravidade da artrite reumatdide do que com a
suscetibilidade absoluta para a enfermidade (WEYAND et al, 1992). A heranga do gene
que determina suscetibilidade AR, parece ser recessiva (EVANS et al, 1995), embora
alguns estudos demonstrem ser dominante (YAMASHITA, KHAN, KUSHNER, 1986;
TANEIA et al, 1993) ou ainda inconclusiva (PAYAMI, 1986).

Dois marcadores tém sido claramente associados com a artrite reumatoide; o
fator reumatbide (FR) e os alelos do Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH),
no bomem, designado como sistema HLA {CALIN, ELSWOOD, KLOUDA, 1989; AHO,
PALUSUQ, KURKI, 1994; NELSON et al., 1994). Os pacientes com artrite reumatoide
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tm uma freqiéncia maior do antigeno HLA-DR4 e do FR, quando comparados a0 grupo
controle (JARAQUEMADA et al, 1986). Originalmente g especificidade HLA-DR4,
detectada sorologicamente, foi associada 3 maior suscetibilidade 3 doenca (STASTNY,
1976), contudo, tem sido demonstrado que a associagdo é maior em pacientes com doenga
grave e progressiva. Quanto ao FR, também ha relagdo entre este ¢ enfermidade grave e
progressiva (MORENO et al., 1996; VAN ZEBEN & BREEDVELD, 1996).

O fato das mulheres apresentarem maior incidéncia de AR que 0s homens,
principalmente antes da menopausa, levou 4 hipétese de um envolvimento hormonal na
doenga, embora o papel dos horménios sexuais no desencadeamento desta enfermidade
ainda nfo esteja bem estabelecido. O hipoandrogenismo pode ser a causa do predominio da
doenga em mulheres adultas Jovens (MASI, FEINGENBAUM, CHATTERTON, 1995). A
participagio dos horménios sexuais na AR ¢ reforgada, principalmente, com o controle
melhora da atividade da doenca, durante g gravidez (CECERE & PERSELIN, 1981} € com
o efeito protetor dos contraceptivos orais na ocorréncia da doenga (SPECTOR &
HOCHBERG, 1990; HANNAFORD, KAY, HIRSCH, 1990).

Estudos demonstraram que, homens com AR apresentam tendéncia para niveis
de testosterona diminuidos. CUTOLQ et ai. (1988), avaliou o eixo hipotalamo-hipofisario-
gonadal em homens com artrite reumatoide e encontrou niveis baixos de testosterona e
deidrotestosterona devido a uma hipofunciio testicular. Homens portadores de AR podem
ter niveis diminuidos de testosterona em conseqgiiéncia do uso de corticoides, mesmo
quando administrados em baixas doses (MARTENS et al, 1994). Alelos do sistema HLA
parecem agir como marcadores para baixos niveis de testosterona (OLLIER, SPECTOR,
SILMAN, 1989).
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1.2. IMUNOPATOGENESE

A membrana sinovial na AR apresenta-se com intensa proliferagio, sendo
composta por células analogas aos fibroblastos e vasos sangiineos neoformados. Qs
estagios iniciais da AR caracterizam-se por infiltracdo de células inflamatérias, aumento da
expressdo de antigenos HLA classe 1] (DR) ¢ marcada neovascularizacio, enquanto nos
estagios tardios ocorre fibrose do tecido sinovial (KLARESKOG et al, 1981). As células
inflamatdrias e os macrofagos movimentam-se continuamente, dos capilares venosos para 3
camada de revestimento, levando ao desenvolvimentio de uma subcamada de revestimento
da sindvia inflamada, composta de uma populagio de células analogas aos macrofagos
(HARRIS, 1990). NAGASHIMA et al. (1995), demonstraram que, ¢ fator de crescimento
do endotélio vascular ¢ sintetizado e liberado por um grande niimero de macrofagos da
subsindvia, fibroblastos e células da sinbvia, podendo estimular a proliferaciio endotelial na
AR

Muitas células T-CD4 foram vistas dentro da sindvia inflamada, sendo que, os
Iinfocitos T da sindvia estavam ativados, julgando-se pela expressio dos marcadores de
ativagio da superficie celular (KLARESKOG ¢t al, 1982). Em estudos de membrana
sinovial reumatoide, foi demonstrada a presenca de citocinas, tais como: Intérferon gama
{INF-(3), e as interleucinas (IL) IL2, T4, IL10 ¢ IL.12, liberadas pelos linfocitos T
(ULFGREN et al., 1995). Trabalhos com artrite induzida por coligeno em camundongos
(HOLMDAHL et al, 1986) e ratos (KLARESKOG et al, 1983), demonstraram que a
artrite € dependente de linfocitos T, podendo, em certos estagios da doenga, ser prevenida e
tratada com agentes que alteram estes linfécitos. Recentemente, RONNELID et al. (1994),
demonstraram que anticorpos IgG contra o auto antigeno da cartilagem, colageno tipo 11,
eram produzidos na maioria dos pacientes com AR que possuiam, na superficie cefular, a
molécula HLA-DR4, mas em nenhum dos individuos sem esta molécula, E logico
considerar que, o colageno tipo 1 pode ser um antigeno patogénico em alguma fase da

aririte, o que dependera da presenca das moléculas do CPH.
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GREGERSEN ( 1992), acredita que a AR & iniciada por um patégeno nfo
identificado, que provoca uma resposta imune mediada pelos linfocitos T do hospedeiro.
Em certos individuos, geneticamente predispostos, a resposta ag patogeno tem reagdio
cruzada com antigenos proprios das articulagdes. Assim, tem inicio uma resposta auto-
imune, mediada por células T, contra os tecidos do hospedeiro. Mesmo com a auséncia ou
persisténcia da exposigdo ao patogeno, os linfécitos T continuario a responder aos

antigenos proprios, o que perpetua o processo inflamatério.,

O reconhecimento imunoldgico pelas célulag T requer a formacio do
complexo trimolecular, constituido pelos receptores das células T (TCR), moléculas do
CPH e peptideos antigénicos (GERMAIN, 1994). A molécula HLA-DR associada 3 AR
liga-se, seletivamente, a particulas de antigenos, ¢ o reconhecimento do complexo
peptideo-moléculas do CPH, pelas células T CD4+, é realizado pelas especificidades dos
receptores das células T, que iniciam e mantém a inflamacio na sindvia (TODD et al,
1978),

1.3. MARCADORES PROGNOSTICOS DA AR

O prognostico da AR nido é uniforme, pois existem subgrupos de pacientes
com evoluglio varidvel (PINCUS & CALLAHAN, 1993) ¢ poucos marcadores
prognosticos permitem uma estratificacfio dos pacientes {(GORDON, STEIN, BRODER,
1973),

A destruigdo articular, na maioria dos €asos, ocorre nos  primeiros anos da
doenga, ¢ que gerou a tendéncia afual de tratar os pacientes com AR mais precoce e
agressivamente (FUCHS et al., 1989). A partir deste fato, tornou-se necessario descobrir
marcadores progndsticos para a doenca agressiva, o que permitiria uma terapéutica melhor
definida. Como os fatores geneticos t€m atraido muita atencdo neste sentido, alguns
estudos prospectivos em AR inicial tém incluido a identificagio dos antigenos HLA como
marcadores de prognéstico (PAULUS & BULPITT, 1995). EBERHARDT et al. (1993),
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observaram a evolugio de 98 pacientes com artrite reumatdide inicial, seguidos durante
dois anos, associando-os com o antigeno do sistema HLA. 0O antigeno HLA-DR4,
detectado por sorologia, foi significativamente mais Comum nestes pacientes, porém, no
houve associagdo significante com 2 positividade do fator reumatdide e nem com dano
articular progressivo em pequenas juntas. Ocorreu, também, uma associagdo entre a
positividade do HLA-DR4 e alteracBes destrutivas das articulagdes coxofemurais e dos
ombros. Os nédulos subcutfineos também foram mais observados nos pacientes HLA-DR4
positivos. Alguns estudos divergem quanto 3 associagio entre HLA-DR4 e FR
JARAQUEMADA et al. (1986), encontraram alta freqiiéncia de HLA-DR4 em pacientes
positivos quanto ao fator reumatdide, quando comparados com os negativos, sendo isto
mais evidente naqueles que apresentavam altos titulos de fator reumatdide. OLSEN et al.
(1988) demonstraram que, 0 HLA-DR4 estava associado significativamente com a presenga
do FR e com alteragBes radiograficas mais graves, enquanto CALIN et al. (1989) nio
encontraram diferengas quanto 4 presenca de HLA-DR4 em pacientes com ou sem fator

reumatdide,

O sistema HLA é o mais polimérfico descrito no homem. O interesse pelo seu
estudo deve-se ao fato de que numerosas doengas apresentam associaglio com os antigenos
deste sistema (TIWARI & TERESAKI, 1985).

1.4. SISTEMA H1LA

O sistema HLA (“Human Leukocyte Antigens”) consiste em um conjunto de
aloantigenos, cuja importincia foi reconhecida inicialmente no campo dos transplantes de
tecidos e Orgdos. Por este motivo sd0, também, denominados de antigenos de
histocompatibilidade. Reconhecem-se estas moiéculas como elementos capitais na

interagio entre células no decorrer de qualquer resposta imune (DAUSSET, 1985).
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Os genes responsaveis pela codificacio dos antigenos HLA localizam-se no
complexo ou regifio HLA, que corresponde a um pequeno Segmento cromossdmico, no
brago curto do cromossomo 6 humano (TROWSDALE et al,, 1985), Nesta mesma regido,
além dos genes HLA, hi outros que codificam para componentes do sistema complemento
{C2, C44A, C4B, BF), enzimas (por exemplo, 21 hidroxilase), fator de necrose tumoral
(TNF), HSP70 (proteinas do choque térmico), penes do transporte de proteinas
(TAP1, TAP2) ¢ genes da degradagiio de proteinas (LMP2, LMP7) (NEPOM & NEPOM,
1995). Provavelmente, mmitos genes ainda serfo descobertos, relacionados tanto a fungBes

imynoldgicas, como nio imunologicas.

Os genes HLA classe I (genes AB.C)ell (genes DR, DQ,DP) codificam para
glicoproteinas de superficie celular que correspondem aos antigenos HLA classe I (ABe
C) e HLA classe II (DR, DQ e DP), respectivamente. A organizagio dos genes classe LI
e Il na regido HLA esta representada na figura 1 (CAMPBELL & TROWSDALE, 1993} .

As moléculas de HLA classe I estio presentes em praticamente todas as
células nucleadas do organismo. As moiéculas de HLA de classe I sdo encontradas
principalmente em células imunocompetentes, linfocitos B, células apresentadoras de
antigenos (macréfagos e células dendriticas) e em linfécitos T ativados (STRACHAN,
1987).

As moléculas de classe I sdo constituidas por uma cadeta alfa (44.000 daltons),
polimorfica, codificada pelo CPH, associada ndo covalentemente & B2-microglobulina

(17.000 daltons), ndo polimérfica e codificada por genes do cromossomo 15 (BJORKMAN

& PARHAM, 1990),
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FIGURA 1 : Regidio cromossémica do complexo HLA
(CAMPBELL & TROWSDALE, 1993)
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As moléculas de classe II sdio um heterodimero constituido por duas cadeias
glicoprotéicas, uma cadeia aifa (34.000 daltons) e uma cadeia beta (25.000 daltons), em
associagdo ndio covalente. As cadeias alfa e beta sio compostas de 229 a 237 aminoacidos
respectivamente, ¢ so formadas por trés regites: uma regidio extracelular hidrofilica, uma
transmembrana hidrofoba e uma regidio intracelular hidrofilica. A regido hidrofilica
extracelular da cadeia alfa contém dois dominios (residuos 1 a84 e85 a 178), designados
de alfa 1 e alfa 2, respectivamente. A regidio hidrofilica extracelular da cadeia beta também
contém dois dominios (residuos 1 a 91 e 92 a 192) designados de beta le beta 2,
respectivamente (BRODSKY, LEM, BRESNAHAN, 1996).

As moléculas do HLA de classe II tém um papel central na resposta imune por
apresentar em fragmentos de antigenos para os linfécitos T-CD4 (ZALESKL 1991},
Citocinas podem induzir #s moléculas de classe Il a expressarem-se em uma variedade de
células, conferindo a estas ultimas, capacidade de apresentarem antigenos parza linfocitos T-
CD4. Através deste mecanismo, as moléculas de classe II apresentam determinados
peptideos para as células T, que sdo reconhecidos pelos receptores das células T-CD4, o
que ativa as células B (figura2). As moléculas de classe H sdo, portanto, produtos dos
genes da resposta imune e possuem um vasto polimorfismo (JANEWAY & TRAVERS,
1994).

Cada ldcus HLA (A, B, C, DR, DQ e DP), assim como aqueles que codificam
para fatores do complemento (C2, C4A, C4B ¢ BF) podem ser ocupados por uma série de
genes alternativos que constituem as séries alélicas. A enumeragdo dos antigenos HLA,
presentes em um individuo, constitui o fenétipo HLA. O conjunto de genes, presentes na
regifio HLA e carregados por um cromossomo é denominado haplétipo. O conjunto de
haplétipos materno e paterno conmstitui o gendtipo HLA. Os produtos génicos dos locus
HLA (amtigenos HLA, A, B, C, DR e DQ) sdo habitualmente identificados por anticorpos
especificos (reagbes sorologicas). As especificidades HLA-Dw sfio definidas por cultura de
células homozigdticas (HTC) (BODMER et al., 1995).
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FIGURA 2: Reconhecimento dos peptideos pelas células T - CDA,

apresentagdo pelas moléculas de classe II.

(JANEWAY & TRAVERS, 1994)
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O polimorfismo do sistema HELA foi inicialmente detectado usando-se métodos
celulares ¢ sorologicos, que se tornaram limitados apés a determinagdo das seqiénecias de
nucleotideos de muitos alelos deste sistema. A comparagio das seqiiéncias de todos os
alelos conhecidos mostra que, aqueles associados com uma especificidade sorologica em
particular, freqiientemente contém um ou mais residuos de aminodcidos que ndo estdio
presentes em outras especificidades. Provavelmente, estes residuos formam epitopos que
sdo reconhecidos por diferentes reagentes sorologicos. As moléculas HLA apresesitam a
mesma denominagdo pela especificidade sorolégica e variam em determinadas posicdes,
influenciando na ligacdo ou no reconhecimento dos peptideos pelos receptores de células T.
Sabe-se que, a especificidade HLA-DR4, detectada sorologicamente, possui 19 diferentes
alelos DRBI, determinados por genotipagem, sendo conhecidos como DRB1*0401-*0419
€ estio intimamente relacionados. Algumas destas diferencas podem ser detectadas por
meio da cultura mista de linfdcitos (TERMITTELEN et al, 1991),

As limitagbes das tipagens celular e soroldgica estimularam o desenvolvimento
de métodos de genotipagem, qQué $e tornaram ainda mais vantajosos com o emprego da
reaclo da cadeia da polimerase (PCR). Esta reagiio amplifica seletivamente ¢ em poucas
horas, um trecho de DNA ¢, a seguir, ha hibridizacio com um painel de sondas que detecta
seqliéncias polimérficas que, por sua vez, distinguem um alefo oy grupo de alelos de outros
grupos (seqiiéneia especifica de oligonucleotideos - PCR SSO) (WORDSWORTH et al .
1990; ANDRADE, 1993; BIDWELL, 1994),

A nomenclatura dos alelos HLA, determinados por métode molecular, ¢
designada pelo Comité de Nomenclatura da Organizagio Mundial da Sande (OMS), para o
sistema HLA (BODMER, et al., 1995). Consistem do I6cus seguido por um asterisco e um
namere de quatro ou cinco digitos. Os dois primeiros digitos indicam a especificidade
soroldgica, os dois digitos seguintes, os alelos, € o quinto nimero é usado para indicar
mutagbes. Por exemplo, o alelo HLA-DRB1*0403 pertence ao Idcus HLA-DRB1 ¢ esta
associado & especificidade sorologica HLA-DR4 (Figura 3).
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(NEPOM & NEPOM, 1995)
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LS. HLA E ARTRITE REUMATOIDE

A demonstragiio, na década de 1960, de que a suscetibilidade a certas leucemias
ém camundongos era controlada por genes do MHC, inspirou a realizagio de estudos, no
homem, sobre associagio entre doengas e antigenos HLA. O relato, em 1973, da
extraordindria associagdo entre HLA-B27 e espondilite anquilosante representa um marco

historico no estudo de genes de suscetibilidade a doengas e complexo HLA.

Os trabalhos pioneiros de SCHLOSSTEIN et al. (1973) e BREWERTON et al.
(1973), mostraram freqiiéneia do antigeno HLA-B27 de 88 a 96% nos pacientes, enquanto
a freqiiéncia deste antigeno, observada em individuos controles, foi de apenas 4 2 §8%. A
pariir destes achados, numerosos trabalhos foram realizados abrangendo as mais diversas
patologias (TIWARI & TERASAKL, 1985).

As doengas associadas a antigenos do sistema HLA possuem varias
caracteristicas comuns, tais como, causa e mecanismo fisiopatologico desconhecidos,

associacdo a anormalidades imunolégicas e um um padrio de distribuigio hereditario.

O polimorfismo alélico das moléculas de classe I e Il determina quais peptideos
podem unir-se ao sitio de ligagio do sistema HLA ¢, entdo, serem apresentados aos
linfocitos T. Essas diferencas entre alelos do HLA resultam na qualificagio para os
peptideos unirem-se ao sitio de ligagiio do sistema HLA. Desta forma, apenas peptideos
contendo aminoacidos de tamanho e carga apropriados podem ser acomodados. Apesar
dessas restrigGes, o nimero de peptideos, que pode estar ligado e apresentado por algum
alelo particular do antigeno HLA, é muito grande. Portanto, a diversidade dos genes HLA
€ 0 polimorfismo alélico e heterozigdtico, em muitas populagbes humanas, resultam em um

extraordindrio repertorio de respostas imunes.

A associaglo de certas doencas com os antigenos HLLA também est relacionada
com os polimorfismos de certos alelos ou seqiiéncias especificas de aminoacidos, os quais
podem ser semelhantes em um grande nimero de alelos (hipétese do epitopo semefhante).

Devido a este polimorfismo no sitio de ligagio do antigeno, os alelos HLA, associados a
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doengas, ligam-se aos peptideos auto-antigénicos, apresentando-os s células T (fig.3)
(HARRIS, 1990; WOULFE, 1995),

STASTNY, (1976) demonstrou, em cultura de células homozigéticas (HTC),
que a fregiiéncia do antigeno HLA-Dw4 estava significantemente aumentada em pacientes
com AR. Posteriormente, através de tipagem soroldgica, foi observada maior frequéncia
do aloantigeno HLA-DRw4, em pacientes com fator reumatdide positivo (70%), quando
comparados com individuos normais (28%). A especificidade para o antigeno HLA-Dw4
ocorreu em 54% dos pacientes caucasoides com fator reumatoide positivo, ¢ em apenas
16% no grupo controle (STASTNY, 1978),

Apds estes achados iniciais, infmeros trabathos confirmaram a presenga do
antigeno HLA-DR4 em pacientes com AR e fator reumatdide positivo (KARR et al., 1980;
QUEIROS, SANCHO, CAETANO, 1982, OLSEN et al., 1988; WESTEDT et al., 198¢;
GOUGH et al, 1994), O método de estudo empregado foi o de associagdio, isto ¢, as
frequénceias dos antigenos HLA foram comparadas entre pacientes e individuos controles
do mesmo grupo émico. Contudo, trabalhos demonstraram que, nem todos os grupos
raciais apresentaram associagdes com o antigeno HLA-DR4. Outras associagBes 34 foram
verificadas na AR, como com o HLA-DRI em pacientes asidticos residentes no Reino
Unido (NICHOL & WOODROW, 1981), em israelitas com HLA-DR1 e DR1G (SCHIFF et
al, 1982, GAO et al, 19902). Em japoneses existe associagio entre HLA-DR4 e AR,
sendo também demonstrada forte relagio com AR mais agressiva (OHTA et al,, 1982), em
indios Yakima nos Estados Unidos, com Drwé (WILKENS et al., 1982) e posteriormente
©m a varante DRB1*1402 (WILKENS et al., 1991), em chilenos com DR9
(MASSARDO et al., 1990), nos arabes do Kwait com DR3 (SATTAR et al, 1990},

Em um estudo recente, em criancas brasileiras com ARJ, foi observado que o
antigeno HLA-DRS estava fortemente associado com a doenga, considerada como um todo,
ndo sendo notado diferenca estatistica significativa, quando se analisou os diferentes
subtipos (GUAL et al., 1996).
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A associagio da especificidade HLA-DR! com AR foi confirmada em
diferentes populagdes, incluindo as de Israel (SCHIFF et al., 1982); Inglaterra (STASTNY
et al, 1988); Espanha (SANCHEZ, MORENO, MAGARINO, 1990), ¢ Asia (OLLIER, et
al, 1991).

A associagio entre AR, FR negativo ¢ HLA-DR1 foi demonstrada por
BARDIN et al. (1985), porém, em estudo anterior, SCHIFF et al. (1982), demonstrou que
existia relagio entre AR ¢ HLA-DR] nos pacientes com FR positivo. Outro estudo
realizado por GAO et al. (1990b) demonstrou que, 0 HLA-DR] estava associado apenas a

risco relativo de desenvolvimento de AR.

THOMSON et al. (1993), avaliando €asos novos de artrite inflamatoria em
comunidade no Reino Unido, ndio encontraram um aumento da freqiiéneia dos antigenos
HLA-DR4 ¢ HLA-DRI nos casos diagnosticados como AR, quando comparados com a
populagio controle. No entanto, nos casos de poliartrite inflamatoria indiferenciada
observaram aumento da freqiiéncia de HLA-DR1. Estes resultados apdiam a hipotese de
que os antigenos HLA-DR4 e HLA-DR1 sfio mais importantes como marcadores de doenga
mais agressiva e persistente, do que como marcadores para suscetibilidade & doenca. Tais
resultados sfo, também, confirmados por inimeros estudos que demonstraram que, o
antigeno HLA-DR4 ¢ um marcador de doenga mais grave (YOUNG et al., 1984, OLSEN
etal, 1988, CALIN et al, 1989},

Esses achados demostram que, alguns alelos estio primariamente associados a
AR em uma determinada populagdo, mas ndo em outra, o que pode ser explicado pela
diferente freqiténcia dos alelos nas populagdes comparadas (OLLIER & THOMSOM,
1992),

Com a implantagio de técnicas de tipagem gendmica de HLA, foi possivel
determinar os diferentes alelos do lécus HLA-DRBI, o que significou um enorme
progresso, desencadeando numerosos trabalhos com g finalidade de identificar os alelos

especificos do ldcus HLA-DRBI, que estdo associados a AR, em diversas populages.
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NEPOM et al. (1986) estudando os subtipos do HLLA-DR4 na AR, encontraram
aumento da freqiéncia do subtipo HI A-DRB1*040] ¢ do HLA-DRB1*0404, enquanto
GAO et al. (1990b) observaram aumento da frequéncia do subtipo HLA-DRB] *0401,

Na populagiio de Taiwan ¢ da Coréia, com AR, a prevaléncia do HLA-DR4 ¢
significantemente maior que na de controle, e estd associada a presenca de erosBes Osseas,
sendo que, o alelo HLA-DRB1*0405, ¢ o mais comum (YEN et al,, 1995; KM et al.,
1995).

As  seqiéncias dos aminodcidos dos subtipos HLA-DRB1*0401 e
HLADRB1*0404 diferem de outros alelos, particularmente na seqiiéncia 67 - 74. Esta
seqiiéncia, a qual se tornou conhecida como epitope semethante (“shared epitope™),
codifica uma unidade funcional distinta, cujas propriedades imunologicas sdo alteradas por

mudangas dos aminoacidos chaves dentro desse epitopo (HIRAIWA, YAMANAKA,
KWOK, 1990).

Apés inameros trabalhos em populagio caucaséide, utilizando-se sondas de
oligonucleotideos a fim de identificar as variantes do HLA-DRA4, ficou demonstrado que,
o alelos de suscetibilidade 4 AR sio: DRB1*040] e DRB1*0404 (NEPOM et al., 1989;
WOODSWORTH et al., 1989; RONNINGEN et al, 1990; GAO et al, 1990b). NEPOM &
NEPOM (1992), compararam quatro estudos em populagio caucasoide com AR, e
verificaram associagio predominante com HLA-DRB1*0401, sendo que, mais da metade
dos pacientes foram positivos para este alelo. A prevaléncia do alelo de suscetibilidade
HLA-DRB1*0404 também estava elevada, em 1rés dos quatro estudos, variando de 26 a
37% em pacientes com AR, quando comparados com a freqiiéncia no grupo controle, que
foide 5 a 7% . O quarto estudo nfo encontrou aumento de HLADRBI1*0404 Em um estudo
através de metanalise, realizado enfre os indios Pima e Tohono O’odhan (Pimans) da
comunidade indigena do Arizona (Estados Unidos) ¢ que apresentam uma das mais altas
taxas de prevaléncia de AR, foi encontrada associagdo significante entre os haplotipos
DRB1*1402, DQA1*0501, DQB1*0301, DRB3*0101 ¢ AR (WILLIAMS et ai., 1995).
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Na artrite reumatéide Juvenil (ARY), forma poliarticular e fator reumatdide
positivo, também foi verificada alta prevaléncia dos mesmos genes de suscetibilidade
HLA-DRB1*0401 ¢ HLA-DRRB] *0404, sendo o alelo HLA-DRB1*0401 © mais prevalente
(VEHE, BEGOVICH, NEPON, 1990). Nos pacientes com AR, FR negativo e erosdes, foi
encontrado apenas um discreto aumento na prevaiéneia de HLADRB1*0401, enquanto
nagueles com AR, FR negativo, sem erosdes e com manifestacdes leves da doenga, a
prevaléncia do HLA-DRB1*040] estava igual a0 do grupo controle (NEPON et al, 1989),

A prevaléncia de dois alelos suscetiveis, em um unico individuo, confere major
suscetibilidade genética na AR, Os dois alelos do antigeno HLA-DR4 associados & AR
sdo: HLA-DRB1*0401 ¢ HLA-DRB1*0404. As possiveis associagbes desses alelos entre
5i podem ser; HLADRB1*0401-*0404; *0401-*0401; *0404-*0404. Na ARJ, fator
reumatdide positivo, nos adultos com AR, fator reumatéide positivo e lesio £rosiva, existe
maior niumero de pacientes com os dois alelos de suscetibilidade, principalmente na ARJ
(NEPOM et al, 1989 VEHE et al, 1990). WEYAND et al. (1991) sugerem que, a
associaglio dos alelos de suscetibilidade HLA-Dw4 (HLA-DRB1*0401) ¢ HLA-Dwl4
(HLADRB1*0404), pode ter um efeito cumulativo relacionando-se 3 AR mais agressiva.
Os mesmos autores, um ano depois, comprovaram que pacientes homozigotos para
HLA-DR4 ou com alelos apresentando seqiiéncias semelhantes na regifo 70-74, tém
doenca articular e extra-articular mais agressiva. Os pacientes deste estudo eram todos
caucasGides, fator reumatdide positivo ¢ com erosGes Osseas no inicio da doenca,
representando um subtipo mais grave de AR (WEYAND et al,, 1992). WORDSWORTH et
al. {1992); TODA et al. (1994),  demonstraram que combinagdes entre os alelos do
HLA-DR (HLA-DRB1*0401, *0404, *0405 e *0101), predispdem a uma doenca mais
agressiva, sugerindo que mecanismos sinérgicos estejam envolvidos para determinar a

agressividade na AR,

A prevaléncia dos marcadores HLADRB1*040] e HLADRB1*0404 em
pacientes com positividade para o fator reumatoide e com doenga mais agressiva e erosiva,
sugere que estes alelos podem ser usados como fatores prognésticos do curso da doenca,

Particularmente em pacientes com doenca mais recente, antes do inicio de erosSes, seria
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altamente desejavel identificar aqueles destinados a ter uma evolugdo progressiva e
agressiva, pois seriam candidatos 2 uma forma mais incisiva de tratamento, A confirmagio
desta hipitese e suas aplicagdes ainda devem ser feitas através de estudos clinicos
prospectivos. O estudo de WORDSWORTEH et al. (1992) sugere um risco relativo de trés,
para desenvolver a doenca, se apenas um alelo DRB1%01 estiver presente £, um risco
relativo de quase 50, se os dois alelos DRB1*0401 ¢ *0404 estiverem presentes. Fstas
associacBes s3o mais evidentes naqueles com doenca mais grave, principalmente quando as
erosbes estdo presentes. Esta correlagiio do fenétipo e do gendtipo da doenca, sugere um
efeito adicional dos dois haplotipos no mecanismo patogénico, levando a manifestaches
clinicas da doenga (WEYAND, McCARTHY, GORONZY, 1995),

MacGREGOR et al. (1995), examinaram pacientes com AR, e o locus
HL.A-DRBI1, ndo selecionados cont relacio a gravidade da doenga, tendo como objetivos;
investigar a associagdo entre alelos do loco HLA-DRBI e suscetibilidade para AR em
geral, e estudar a influéncia deste locus quanto a idade, sexo e varidveis da agressividade da
doenca. Nos pacientes com alelos Que apresentavam seqliéncias de aminoécidos
semelhantes, o risco para o desenvolvimento de AR foi de quatro vezes e, naqueles
carregando dois alelos iguais, de oito vezes, quando comparados com individuos sem alelos
em comum. O risco foi maior ainda, nos pacientes com dois alelos diferentes, mas com
seqiiéncia de aminoacidos semelhantes, sendo o risco 26 vezes maior, com os alelos
HLA-DRB1*0401/*0404, estando os homens jovens, portando a doenga mais agressiva,

mais relacionados a este genotipo,

Esta evidente, apds vérios estudos, que os subtipos HLA-DRB1 *0401;‘ *0404 ¢
*0405 conferem suscetibilidade paraa AR (NEPOM et al, 1989; WORDSWORTH et al,
1989, GAO et al, 1990b). Esses subtipos diferem na seqiiéncia de aminohcidos da
molécula de HLA, que forma uma das hélices aifa nos sitios de ligagiio (BROWN et al.,
1988). Além disto, os subtipos ou variantes HL.A-DR4, associados a AR, compartitham na
terceira regido hipervariavel, uma seqiiéncia de aminoé4cidos similar, nas posigBes 70 - 74,
denominada QKRAA ou QRRAA (Q=ghstamina, K=lisina, R=arginina, A=alanina), da
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cadeia DR beta (OLLIER & THOMSON, 1992). A hipétese de que a seqiiéncia
QKRAA/QRRAA esth especificamente envolvida na AR tem sido reforcada pela
descoberta de moléculas HLA nso DR4, que também apresentam esta seqliéncia em
pacientes com AR (Quadro 1). HLA-DR1, DR14(6), Dw16 estdo associados com AR em
diferentes grupos étnicos €, estes alelos contém  a seqiéncia QRRAA na posigio 70-74,
evidenciando, portanto,  seqiéncias  semelhantes (WOODROW, NICHOL,
ZAVIROPOULOS, 1981, GREGERSEN, SILVER, WINCHESTER, 1987,
WINCHESTER, DWYER, ROSE, 1992).

QUADRO 1

Posiglio dos aminodcidos, na terceira regifio hipervarisvel das células HLA-DRBI,

assoctados com AR,

Alelos HLA-DRB1 Posigiio dos amincdcidos

071 712 73 74

*0101 Q R R A A
*0401 Q K R A A
*0404 Q R R A A
*0405 Q R R A A

A alta frequiéncia do alelo HLA-DRB1*0401 foi demonstrada em pacientes
com AR soropositivos, enquanto que nos soronegativos foi encontrada maior fregiiéncia de

HLA-DRB1*0404 ¢ *0101. A posigio dos aminoécidos na regifio 70 a 74 ¢ idéntica para
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HLA-DRB1*0404 ¢ DRB1 *0101, com predominio da seqiiéncia QRRAA, com arginina na
posigdo 71, enquanto para o HLA-DRB] *0401 ha predominio da seqiiéncia QKRAA, com
lisina na posicio 71. A sequéncia QKRAA foi raramente ¢ncontrada em pacientes
soronegativos, emquanto duas seqiiéncias de QKRAA foram observadas apenas em
pacientes soropositivos. Esses resultados Sugerem que, a posi¢do 71 tem um papel na
indugdo da produgio do fator reumatdide, o que subseqiientemente relaciona-se & doenca

mais rdpida e mais agressiva (WEYAND et al., 1995).

Pelas diferencas j4 demonstradas em estudos de varios grupos étnicos
{Quadro 2), os resultados encontrados em uma populagdo ndo servem como modelo para
todas as populagBes e, deste modo, o intuito deste trabalho foi o de avaliar, no Brasil, um
grupo de pacientes com artrite reumatdide e caracteriz-lo quanto a presenca dos antigenos
de histocompatibilidade classe IT (DR) e genotipagem do 16cus HLA-DRB. Esta
genotipagem foi efetuada através da ampiificagiio enzimatica do segundo exon polimorfico
do locus HLA-DRB do DNA gendmico, pela reagio da cadeia de polimerase (PCR) e,
correlacionando-a quando possivel, com a gravidade da doenga. Como os genes de
suscetibilidade DRBI*0401 e *0404 tém sido relacionados, em outras populacdes, a um
curso de doenca mais grave, erosivo e progressivo, a genotipagem do HLA tem um
importante papel no prognéstico da doenga, podendo ser utilizada em pacientes com AR
inicial, para ajudar a prever o curso da doenca e, com esses dados, selecionar pacientes para
uma forma mais agressiva de tratamento (BENSEN, et al., 1990; NEPON & NEPON,
1992, HARRIS, 1996; WOLLHEIM, 1996).
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QUADRO 2

Antigenos HLA de Classe II-DR em diferentes populacBes com Artrite Reumatoide

Populacio

HLA-Classe II-DR

Referéncias

Espanha (caucasoide)
Israel (caucasoide)
Inglaterra (asiatico)
Franga (Sul) (caucasdide)

Estados Unidos (caucasdide)

Estados Unidos (negro)

Coréia (oriental)
Taiwan (oriental)
Alemanha (caucaséide)
Japdo (oriental)
Meéxico (caucasbide)
Chile {(caucasdide)
Kuwait (caucaséide)
Indios Yakima (EUA)
Cingapura (oriental)

DR1-DR4-DR1G
DR1-DR10

DRI

DRI-DR4

DR4 (Dw4, Dwl4)

DR4 (Dw13.3)

DR4 (Dw15)
DR4 (Dw15)
DR4

DR4

DR4

DRO

DR3

DR6

DRw53

YELAMOS et al. (1993)
SCHIFF et al. (1982)
OLLIER et al. (1991)
BENAZET et al.(1995)
NEPOM et al. (1986)
NEPOM et al. (1989)
MacDANIEL, ALARCON,
BARGER (1990)

KIM et al. (1995)

YEN et al. (1995)
WESTEDT et al. (1986)
OHTA et al. (1982)
GORODESKY et al. (1981)
MASSARDO et al. ( 1990}
SATTAR et al, (1990)
WILLKENS et al. (1991)
BOEY et al. (1992)
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1. Determinar a frequéncia fenotipica dos antigenos HLA-DR em pacientes caucasdides
com AR

2. Identificar os alelos especificos do HLA-DRBI por PCR-880 e determinar sua

freqiéncia em pacientes caucaséides com AR,

3. Correlacionar estes alelos com as manifestagdes clinicas e laboratoriais destes pacientes,

4. Caracterizar os alelos capazes de predizer o padrio evolutivo da doenga,
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3.1. CASUISTICA
3.1.1. Pacientes:

Foram estudados 65 pacientes, caucasdides, com diagnostico de AR e que
preencheram quatro ou mais critérios diagndsticos de propostos pela American College of
Rheumatism (ACR) (ARNETT et al., 1988). Os pacientes foram acompanhados no
ambulatorio de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade Estadual de Campinas (HC F CM-UNICAMP).

Foi elaborada ficha clinica, contendo os dados referentes 4 idade, sexo, idade de
inicio da doenga, duragic da doenga e a avaliagio quanto ao envolvimento articular e
manifestagBes extra-articulares, presentes no exame fisico, ou relatadas anteriormente no
prontuario médico. As manifestagdes extra-articulares consideradas foram: nédulo
reumatodide, fendmeno de Raynaud, serosites, vasculite cutdnea, ceratoconjuntivite,

neuropatia e uveite,

Em relagdo ac tratamento, foram divididos em dois Brupos, um grupo com
tratamento considerado nio agressivo (pacientes que usaram apenas anti-inflamatorios nio
hormonais € (ou) anti-inflamatério hormonal em baixas doses ¢ (ou) cloroquina) e outro
gfupo com tratamento agressivo (a inclusio de methotrexate ofou sais de ouro e {ou)

sulfassalazina ¢ {ou) azatioprina).

3.1.2. Exames Subsidiarios:

FATOR REUMATOIDE

G teste do fator reumatoide, pelo método de fixagdo do latex, foi realizado em
todos os pacientes, e considerado como critério de inclusdo quando os titulos estavam

iguais ou acima de 1/40.
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AVALIACAQ RADIOLOGICA

As articulagbes das mios, punhos, pés e outras também envolvidas, foram

radiografadas e avaliadas quanto 3 presenca ou auséneia de erosdo 6ssea.

3.1.3. Critérios diagnéstices da ACR e Classifica¢do Funcional de Steinbrocker

A partir dos dados clinicos e laboratoriais, foram determinados o ndmero de
critérios diagnésticos da ACR (Quadro 3), presentes para cada paciente (ARNETT et al.,
1988) ¢ a classificacfio funcional de Steinbrocker (CFS) (Quadro 4)(STEINBROCKER,
TRAEGER, BATTERMAN, 1949)

QUADRO 3

Critérios diagnosticos de Artrite Reumatoide da ACR

1. Rigidez matinal das articulacies, por pelo menos uma hor,
2. Artrite de trés ou mais articulagbes, observada por médico.
3. Artrite das articulagdes das mads.

4. Artrite simétrica.
3. Nédulo Reumatdide.
6. Presenga do Fator Reumatoide {FR},

7. Erosdo éssea, ap exame radiografico, e (ou) osteopenia justa-articular nas mios ou
punhos,

Os critérios um a quatro devem estar presentes, pelo menos, durante seis semanas.

AR ¢ definida pela presenca de quatro ou mais critérios.
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QUADRO 4

Classificagdo funcional de Steinbrocker

1. O paciente realiza todas as atividades, sem dificuldades.
2. O paciente realiza todas a atividades, apesar de desconforto.
3. O paciente esta limitado a poucas atividades, mantendo apenas as usuais,

4. O paciente esta incapacitado para realizar qualquer tipo de atividade,

3.2. METODOS

3.2.1. Preparacio de suspensio de céluias meononucleares a partir do sangue

periférico

O sangue (aproximadamente 20 ml) foi colhido em heparina (Liquemine 5000
U/ml, Roche Produtos Quimicos e Farmacéuticos S.A., Rio de Janeiro, Brasil), na
propor¢do de 0,1 ml de heparina para cada 10 ml de sangue. A seguir, o sangue foi
misturado, volume a volume, com solugio fisiologica e colocado sobre solugfio de Ficoll-
Hypaque, com densidade de 1,076 (354 ml de solugio a 9 g% de Ficoll 400, Pharmacia
Fine Chemicals, Upsalla, Suécia), 100 ml de solugdo de Hypague a 50% {Winthrop
Products Inc., New York, Estados Unidos) e 47,5 ml de agua destilada, sendo a densidade
ajustada para 1,076 com 4gua destilada. A propor¢do sangue-solugio de Ficoll-Hypaque
foi de aproximadamente 1:3. Apos centrifugacdo a 200 g, por 30 minutos, foi recolhida 2
nuvem de células mononucleares da interface, ¢ a mesma foi novamente suspensa em
aproximadamente 6m! de solugdo salina balanceada de Hanks { Difco Laboratories, Detroit,

Estados Unidos). Apds lavagem (centrifugaciic a 100 g por 10 minutos) as células foram
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novamente suspensas em Hanks. A viabilidade celular foi avaliada através do corante azul
Tripan (Matheson, Coleman e Bell, Norwood, Estados Unidos) e, a solugio a 0,25 g/ 100

ml fol misturada, volume a volume, com suspensdo celular.

As células mononucleares foram utilizadas imediatamente apos sua preparagio,

3.2.2. Suspensio de células mononucleares para tipagem de antigenos HLA
AeB

A suspensdo de células mononucleares foi ajustada para a concentragdo de 2 x
10 (6) / ml. Em alguns casos, foi utilizada suspensio de linfocitos T, na mesma

concentrago, obtidos apds separacio dos linfécitos B, conforme descrito a seguir.

3.2.3. Suspensiic de células mononucleares enriquecidas em Linfgcitos B para

tipagem de antigenos HLA-DR

3.2.3.1. Enriquecimente em linfocitos B através de incubag¢iio em fibra de

vidro

Uma fibra de vidro (Glass Fiber Filter Type A3 257 mm, Trial Pack, Gelman
Sciences Inc., Ann Arbon, USA } fol colocada em tubo de plasticode 2em /11,5 cm (0,15
g de fibra / tubo ), ac qual foram adicionados 10 ml de solugio de Hanks contendo 5% de

soro fetal bovino (Gibeo Europe).

Apds centrifugago por 1 minuto a 200 &, o tubo foi incubado em banho-maria,
a 37°C, por 30 minutos. A seguir foi introduzida no tubo uma vareta de madeira {com
didmetro de 2 mm ¢ 14 ¢m de comprimento) ) e, através de movimentos circulares, a fibra

de vidro foi enrolada na vareta, de maneira a formar um cotonete. Este, fol retirado do
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tubo, e sobre a fibra de vidro foj gotejada suspensio de células mononucleares, no volume
de 1 ml e com concentragdo maxima de 15 x 10 (6) células / ml de Hanks com 5 % de soro
fetal bovino, previamente aquecido a 37°C. O cotonete foi, entdo, incubado em posicio
horizontal, em cdmara umida a 37°C, por 30 minutos. Apbs a incubagio, a fibra de vidro
foi gotejada com 10 m! de solugdo de Hanks com 5% de soro fetal bovino, a 37°C,
resultando na liberagio de linfocitos T. A seguir, o cotonete foi introduzido em outro tubo,
contendo 10 ml de solugfio de Hanks em 10 % de soro fetal bovino e, através de
movimentos circulares foram liberados os linfocitos B. Apés a separacio, as suspensdes de
linfocitos T ¢ B foram lavadas em soluglio de Hanks € a concentragio foi ajustada para 2 x
10 (6) células / ml.

3.2.4. Tipagem dos antigenos HLA classe e II
3.2.4.1. ATI-sores utilizados para tipagem dos antigenos HLA
SOROS ANTI-HLA A-B:

Foram utilizados 120 anti-soros, capazes de identificar 17 especificidades da
série HLA-A (1, 2, 3, 9, 10, 11, 28, 29, 30, 31, 32, 33) e da série alélica HLA-R {5, 7, 8,
12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 21, 22, 27, 35, 37, 40, 41,53). Para cada especificidade havia

pelo menos dois e, em geral, trés diferentes anti-soros.

SOROS ANTI-HLA DR-DQ:

Foram utilizados 60 anti-soros, capazes de identificar as especificidades da

série HLA-DR 1, 2, 3, 4, 11{5), 6, 7, 10, e da série alélica HLA-DQ1, 2 e 3.
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3.2.4.2. Soro de coelho

Sangue de 50 coelhos Nova Zelandia, adultos e aparentemente normais, foi
colhido ¢ incubado por 30 minutos a 37°C, e por 2 horas, a 4°C. O soro foi separado em

centrifuga refrigerada e guardado em aliquotas a - 80°C.

3.2.4.3. Reaciio de Microlinfocitotoxicidade

O teste foi realizado em placas de microlinfocitotoxicidade (Falcon Plastics
Division, B. D, Laboratories Inc., Los Angeles, USA), previamente preenchidas com soros
anti-HLA. A cada escavagio desta placa foi adicionado 1 microlitro de suspensio celular
{células mononucleares totais ou linfocitos T, para tipagem HLA A ¢ B, ¢ linfocitos B para
tipagem HLA-DR) na concentragio de 2 x 10 (6) células / ml. As placas foram, entio,
incubadas a temperatura ambiente, por 30 (tipagem HLA - A, B ) ou 60 (tipagem HLA-
DR) minutos. A seguir, a cada escavagdo foram adicionados 5 microlitros de soro de
coetho, como fonte de complemento e as placas foram incubadas por mais 60 (tipagem
HLA-A, B ) ou 90 ( tipagem HLA-DR) minutos, a temperatura ambiente. Ao final, a fase
liquida foi desprezada por inversio da placa, e I microlitro de solugio de azul de Tripan foi
adicionado a cada escavacio. A leitura das reagbes foi realizada apés 10 a 20 minuios, em

microscopio dptico.

3.2.5. Analise molecular
3.2.5.1. Extraciio de DNA:

A extragio de DNA gendbmico foi feita em todos os pacientes positivos para o
antigeno HLA-DR1 ou HLA-DR4, a partir de 20 ml de sangue periférico, colhidos em
frasco estéril, com EDTA 10% como anticoagulante. A amostra foi centrifugada a 2500

rpm, por 13 minutos. Apos o descarte do plasma, os eritrocitos toram lisados com uma
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mistura de solugbes de cloreto de amdnio NHA4CI 0,144M (5 vezes o volume de células) e
bicarbonato de amdnio NH4HCO3 0,0IM (0,5 vezes o volume de células). Apos 15
minutos, em repouso, 4 temperatura ambiente, o hemolisado foi centrifugado a 2500 pm,
por 20 minutos. O sobrenadante foi removido e o precipitado de leucdcitos, lisado em
solugdo de NaCl 0,3 M, EDTA 10 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 7,5), 4,2 g de uréia, 1mi de
dodecil sulfato de sédio {8D8) 20%, por 16 horas a 37°C.

Uma mistura de fenol/cloroférmio/ileonl isoamilico (25:24:1) foi adicionada
(volume a volume). Apés agitagio, seguiu-se centrifugacio a 2500 rpm, por 20 minutos.
A fase aquosa superior foi transferida para outro tubo estéril, repetindo-se o procedimento
anterior. Uma mistura de clorofdrmio/alcool isoamilico (24:1) foi entdo adicionada

{volume a volume) repetindo-se a centrifugacio,

Seguindo-se & transferéneia da fase aquosa para um novo tubo, a precipitacio
do acido nucléico foi conduzida pela adicio de acetato de sodio 3M pH 5,3 (10% do

volume) ¢ etanol absoluto gelado (trés vezes o volume).

O DNA foi solubilizado em agua destilada, deionizada, estéril e teve sua
concentragio estimada em espectrofotdmetro, através do valor da densidade dptica em
comprimento de onda = 260nm (SAMBROOK et al., 1989),

3.2.5.2 Amplificaciio génica pela reacio da cadeia da Polimerase (PCR):

A amplificagdo especifica do DNA gendémico do HLA-DR4 foi realizada
usando-se um iniciador (“primer”) da primeira regifio hipervariavel de todos os alelos
DR4B1 ¢ sua seqiiéncia complementar do “primer” DRB (LANCHBURY et al, 1990). O
HLA-DR1 também foi amplificado com “primer” especifico para os alelos DRIBI e sua
seqiéncia complementar do “primer” DRB (THOMSON et al. 1993) (Quadro 5). Os
“primers” utilizados foram provenientes do Laboratério do Departamento de Biofisica da

Universidade Federal de Sao Paulo ( antiga Escola Paulista de Medicina “EPM™).
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Foi amplificado 1 pg de DNA gendmico, diretamente, através da reagio em
cadeia da polimerase (PCR), segundo 0 método descrito por SAIKI et al. {1988), com
algumas modificagBes. A reagio foi realizada usando-se um ciclador de temperatura
Perkin-Elmer Cetis em reagBes de 100 ul, contendo 10 mM de Tris-HCl {pH 8.3), 50 mM
de cloreto de potassio (KCI), 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgClI2), 0,01% de gelating,
200uM de cada desoxinucleotideo trifosfato {(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,1 uM de cada
iniciador (“primer”) {Quadro 5} e 2 unidades de Tag polimerase (BRL). Ao volume final
foram adicionados 30 pl de 6leo mineral As condi¢Ses da reagdo consistiram em uma
desnaturagdo inicial a 94° graus centigrados, por 5 minutos, seguida de 40 ciclos que
compreendiam: desnaturagio a 94°C, por 90 segundos, pareamento a 55°C, por 90
segundos ¢ extensio a 72°C, por 120 segundos. O altimo ciclo teve o periodo de extensiio
prolongado por 7 minutos. Os produtos da reagio foram separados em gel de agarose a 2%

{corado com brometo de etidio) e visualizados sob iluminago ultravioleta.

QUADRO 5

Seqiiéncia dos pares de “primers” utilizados para amplificacdo do HLA-DR4 e HLA-DR1.

HLA-DR4 5'- TCT TGG AGC AGG TTA AAC A - 3°

5’- TCG CCG CTG CAC TGT GAA G - 3

HLA-DR1 5-TTCTTG TGG CAG CTT AAG TT - 37

5’- CCG CTG CAC TGT GAA GCT CT - 3°
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3.2.5.3 Fixacio do DNA amplificade em filtros de “Nylon™

Foram utilizados 50 ul de DNA amplificado com os “primers” para cada
amostra, acrescidos de 350 pl de solugdo de NaOH 04N e EDTA 25 mM. Apés
homogeneizagio vigorosa, a mistura foi deixada em repouso por 10 minutos, & temperatura
ambiente. Em seguida, foi aquecida a 95°C por 2 minutos e colocada em gelo até ser
aplicada em membranas de “nylon”, por succlio a vacuo, no sistema de “Dot-Blot”
(Aparato Bio-Dot - Biorad), com posterior fixagdo por aquecimento a 80°C por 2 horas
(SAMBROOK et al., 1989, COSTA et al_, 1992).

3.2.5.4. Marcaciio das sondas com isdtopos radioativos:

A identificagdo dos alelos HLA-DRB1*01 ¢ HLA-DRBI] *04 foi realizada
através  de sondas de oligonucleotideos que reconheciam as variantes do HLA-DR]
(THOMSON et al., 1993) e do HLA-DR4 (WORDSWORTH et al., 1990) (Quadro 6). As
sondas de oligonucleotideos utilizadas para identificagdo dos alelos HLA-DRB*01 foram
provenientes do Laboratorio do Departamento de Biofisica da Universidade Federal de Sio
Paulo, ¢ as sondas usadas para identificagiio dos alelos HLA-DRB1*04 foram provenientes

do “The Midland Certified Reagent Company - Texas- USA”.

A reaglio de marcagio radioativa das sondas de oligonucleotideos foi
realizada em solugfio contendo 10 pmoles da sonda de oligonucleotideos (Quadro 2), 5ul de
T4 polinucleotideo quinase (USB), 8 ul (y-32 P) ATP (5000 Ci/mmol; 10 p Ci/ul
Amersham), em tampdo 50 mM Tris-HCL pH 7,6, 10mM MgCI2 0,5 mM DIT, 0,1 mM
espermidina, 0,1 mM EDTA com volume final de 50 ul (modificado de SAMBROOK et
al., 1989). A mistura foi incubada a 37°C, por 2 horas, parando-se a reagdo com 100 il de
INE (10mM Tris-HVL, 100mM NaCl, 1mM EDTA). Apés purificagio em coluna de
Sephadex G50, a eficiéncia da marcagdo foi avaliada pela leitura da radioatividade de 1l
de sonda em 3ml de liquido de cintilagio (contador de cintilagio liquida LS 5000 TA-
Beckman).
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QUADRO ¢

Sequiéncia dos oligonucleotideos utilizados como sondas para determinacgo dos alelos

HLA-DRB1*04 e HLA-DRBI*01.
ALELOS SEQUENCIAS
DRB1*0401 5 GGA GCA GAA GCG GGC CGC G 3’
DRB1#0404 5 GAG CAG AGG CGG GCC GCG 3
DRBI+0405 5° GCG GCC TAG CGC CGA GT 3
DRB1%0101/0102 57 TCCTGG AGC AGA GGC GGG EX
DRB1*0102 5 AACTAC GGG GCT GTG GAG 3
DRB1*0103 5 ACATCC TGG AAG ACG AGC 3
DRB1*0101/0103 5> AAC TAC GGG GTT GGT GAG 3

3.2.5.5. Pré-hibridizacao

Os filtros obtidos pelo “Dot Blot” foram colocados no interior de recipientes
plasticos, flexiveis, contendo 10 mi de tampdo de hibridizagiio {concentraciio final: 5X

SSPE*, 5X Denbhart’s** ¢ 0,5% SDS***) ¢ incubados por 2 horas, a temperatura de 42°C,

* 88PE 20X: 175,3g NaCl, 27,6g NaHZPO4H2 0, 7.4g EDTA para 1000m] de dgua.
** Denhardt’s 50X: 5g Ficoll 400,5g polivinilpirofidona, 5g BSA (soro de albumina bovina) para 500mi de agua.
*¥% S138: Duodecit sulfato de sodio.

Casuistica ¢ Métodos 35



3.2.5.6. Hibridizacio

Posteriormente 3 pre-hibridizagdo, as sondas previamente marcadas foram
adicionadas a recipientes plasticos com os filtros, apos desnaturagiio por 2 minutos a 95°C,
e incubadas por 6 horas i temperatura com dois graus abaixo da seguinte formula:
Tm=4(G+C) + 2(A+T) °C (Tm = temperatura de “melting™).

Posteriormente foram realizadas duas lavagens & temperatura ambiente, por 5 e
15 minutos, respectivamente, em solugdo contendo 2X SSPE, 0,1% SDS. A seguir, foi
realizada 3 dltima lavagem i temperatura com dois graus acima do calculado para Tm
{Temperatura de lavagem = Tm + 2}, por 10 minutos, com solugdo contendo 5X SSPE,
0.15% SDS. Apos a hibridizagiio, os filtros foram $ecos e expostos em filme de raios X,
durante 12 horas, a -70°C, com utilizagio de mtensificadores de imagens para auto-

radiografia.

3.3. METODO ESTATISTICO

As freqiéncias antigénicas observadas em pacientes ¢ controles foram
comparadas através do teste de x* com corredo de Yates. Utilizaram-se ainda, os testes de
Fisher ¢ Mann-Whitney. A populagiic controle dos pacientes caucaséides fol uma amostra
da populagio caucasoide da regido de Campinas, analisada essencialmente com a mesma
bateria de anti-soros utilizada no presente estudo, no Laboratorio de Histocompatibilidade
do Hemocentro do HC-UNICAMP.
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4.1. CARACTERISTICAS CLINICAS

Dos 65 pacientes avaliados, 55 (84,6%) eram do sexo feminino e 10 {15,4%)
do masculino. A idade variou de 26 2 70 anos, com média de 53 e desvio padrio de 11
anos. O tempo de doenga variou de trés a 38 anos, com média de 13 e desvio padrio de
oito anos. As manifestagdes extra-articulares estavam presentes em 22 pacientes (33,8%).
Os titulos do FR variaram de 1/40 a 1/2560. Apenas 22 pacientes ndo apresentaram
erosdes Osseas ao exame radiografico (Tabela 1). O nimero dé critérios da ARA variou de
cinco a sete, sendo que a maioria dos pacientes (55,2%) apresentou seis critérios. A
classificaglio funcional de Steinbrocker variou de um a quatro, com 45 pacientes (69,2%)

na classificac8o 2.

O envolvimento extra-articular mais fregiiente foi o nédulo subcutineo que
ocorreu em 15 pacientes (23,1%). Dois pacientes manifestaram uveite, outros dois
Sindrome de Sjogren e mais dois Sindrome do tanel do carpo. Um paciente teve amiloidose

renal, outro neuropatia periférica e vasculite cutinea foi observada em um caso (Tabela 2).

A comparagdo clinica foi feita em todos os pacientes, avaliados quanto ao sexo,
tempo de doenga, idade, idade de inicio, FR, manifestacdes extra-articulares, nodulo
subcutaneo, erosdo dssea e tipo de tratamento, no sendo evidenciada qualquer associagiio

além das ja esperadas.
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TABELA 1: AR: Caracterizagdo epidemiolégica e clinico-laboratorial em 65 pacientes.

Sexo masculino 15,4%
feminino 84.6%
Idade * 53
Idade de inicio* 40
Tempo de doenga™® 13
Manifestacio ausente 66,2%
Extra-articular presente 33,8%
FR < 1:160 29,5%
21160 e<1:320 47%
> 640 23,5%
Erosdo ossea presente 66,2%
ausente 33.8%

* = média de idade em anos

Rexubindoy
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TABELA 2: AR: Manifestagbes extra-articulares em 65 pacientes

Nodulo reumatoéide

Uveite 3
Sindrome de Sjogren 3
Sindrome do Tanel do Carpo 3
Amiloidose Renal 1,5
Neuropatia Periférica 1.5
Vasculite Cutinea 1,5

Valores em porcentagem

Revaltados



4.2. DISTRIBUICAO DOS ANTIGENOS HLA-A E HLA-B

Nio houve aumento da freqiiéncia dos antigenos HLA-A e HLA-B nos
pacientes com AR, quando comparados com o grupo controle (Tabela 3 e 4),

TABELA 3: AR Fregiéncia fenotipica de antigenos HLA-A em 65 pacientes.

Comparagiio com frequéneias observadas em populagiio controle,

15’_3. L ]3,1

Al

A2 53,8 44,8 NS
A3 20,0 18,7 NS
AS 24,6 272 NS
Al0 12,3 8,4 NS
All 9,2 13,9 NS
A28 6,1 2,4 NS
A29 92 11,5 NS
A30 4,6 3,0 N§
A31 3,0 4,2 NS
A32 4,6 3.0 NS
A33 7.6 2,4 NS

Valores em porcentagem

NS = niio significativo
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TABELA 4: AR: Frequéncia fenotipica de antigenos HLA-B observada em 65 pacientes.

Comparaco com freqiiéncias observadas em populagio controle.

B7 13,8 12,1 NS
BS 6,1 9.0 NS
B12 27,6 193 NS
B13 3,0 1.8 NS
Bi4 12,3 6,0 NS
BI5 10,7 6,6 NS
B16 1,5 1,2 NS
B17 46 3,6 NS
B18 7,6 7.8 NS
B21 6,1 11,5 NS
B22 4,6 1,2 NS
B27 3,0 6,0 NS
B35 16,9 23,6 NS
B39 1,5 1,8 NS
B40 12,0 6,0 NS
B4l 1,5 1,2 NS
BS3 1,5 1,5 NS

Valores em porcentagem

NS = nio significativo
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4.3. DISTRIBUICAO DOS ANTIGENOS HLA-DR E DO

O antigeno HLA mais fregiientemente encontrado nesses pacientes foi o HLA-
DRI, com 26,2% de positividade. Este resultado mostrou-se significativo, uma vez que no
grupo controle ele estava presente em apenas 11,1% (p<0,05). OHLA-DR4 apresentou-
se em 24,6% dos pacientes com AR ¢ em 18% dos controles, nio sendo, porém, um
aumento significativo (Tabela 5). Verificou-se, em dois pacientes, positividade para HLA-
DR4 e HLA-DR1.

A freqiiéncia dos HLA-DQI, DQ2 e DQ3 também ndo mostrou diferenga
significativa, em relaglio & frequéncia observada no grupo controle (Tabela 6). A

associacio de DQ3 ¢ DR4 esteve presente em 14 pacientes.

TABELA 5: AR Freqiiéncia fenotipica de antigenos HLA-DRBI em 65 pacientes.

Comparagio com freqiiéncias observadas em populaciio controle.

DR2 15,3 145 NS
DR3 9,2 11,6 NS
DR4 24,6 18,0 NS
PR7 32,3 22,3 N§
DR 41,5 36,8 NS

Valores em porcentagem
NS = ndo significativo
PNc = valor de P ndo corrigido

* = p < 0,05 ap6s corregdo para o numero de comparagies realizadas.
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TABELA 6: AR Freqiéncia ferotipica de antigenos HLA-DQ em 65 pacientes.

Comparagfio com freqiiéncias observadas em populagio controle.

i e
DQ2 30,7 24,5 NS
DQ3 50,7 473 NS

Valores em porcentagem

NS = niio significativo

4.4. ASSOCIACAO ENTRE OS ANTiGENOS HLA-DR E CARACTERISTICAS
CLINICAS

Os pacientes com positividade para HLA-DR1 nio mostraram associacio a

nenhuma das varidveis clinicas e laboratoriais estudadas,

Aqueles com HLA-DR4 positivo, quando comparados aos com HLA-DR4
negativo, apresentaram maiores titulos de FR (p<0,05) (Tabela 7) e um pior grau na CFS
{p<0,05) (Tabela 8).

A presenga de erosbes Osseas ao exame radiografico foi mais frequente
naqueles com HLA-DR4 positivo (93,8%) do que nos pacientes com HLA-DR4 negativo
(57,1%) (p<0,05) (Tabela 9). Os dois que apresentaram positividade para DR1 ¢ DR4
tinham manifestagdes extra-articulares, erosio dssea, FR em altos titulos (1/640), grau 3 na

CFS§ ¢ receberam tratamento agressivo,
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TABELA 7: AR: Titulos de Fator Reumatéide ¢ HLA DR4 ¢ DR} em 63 pacientes

1:80 28 13 33 29 27
1:160 32 31 33 35 31
1:320 15 13 16 24 13
1:640 17 31% 12 12 19
>640 6,5 12* 4 0 8

Valores em porcentagem
*=p<0,05

TABELA 8: AR: Classificago funcional de Steinbrocker (CFS) em 65 pacientes.

I 18 31 14 24 17
v 8 I3 * 6 0 10

Valores em porcentagem
* = p <0,05
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TABELA 9: AR: Erosdes 6sseas ¢ HLA-DR4 ¢ DRI em 65 pacientes.

presente ) 83

ausente 17 6,2 42.9 23,5 37.5

Valores em porcentagem

*= n<0,05

4.5. DISTRIBUICAO DOS ALELOS HLA-DREI1

Dos 17 pacientes com AR e HLA-DRI positivo, 14 tiveram o DNA
amplificado pela “PCR”, os outros trés ndo contiruaram o estudo (figura 4). Com a
amplificagio do DNA, foram avaliados quanto aos alelos HLA-DRB1*01. A figura 5,
representa os locais em que foram aplicadas as 14 amostras dos DNA amplificados e um
controle negativo. Todos os 14 pacientes apresentaram marcagfo positiva para a sonda que
identificava aqueles com alelos HLA-DRB1*0101 e {ou) *0102 (figura 6). Cinco amostras
foram positivas, para a sonda que identificava apenas os alelos HLA-DRB1*0102 (figura
7). Nenhuma mostrou positividade para a que identificava apenas o alelo HLA-
DRB1*0103, enquanto que dez foram positivas para a sonda que identificava os alelos
HLA-DRB1*0101 ¢ (ou) *0103 (figura 8).

Desse modo, o alelo HLA-DRB1*0101 estava presente em 10 (71,4%) e o alelo
HLADRB1*0102 em cinco pacientes (35,7%). Apenas um apresentou  alelos
HLADRB1*0101-*0102. Nenbum deles mostrou aumento significativo  quando

comparados com a populagio controle (Tabela 10).
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FIGURA 4: Eletroforese em gel de agarose a 2% da amplificagido do DNA de 14 pacientes
positivos para DRI.
Posigio M : x 174 Hae I11
Posigio 1 a 14 : DNA amplificado de 14 pacientes com
DRI positivo

230 bp

B I L
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FIGURA 5 - Esquema que representa os locais de aplicagdo das amostras de DNA
amplificado dos pacientes com HLA DRI positivos.
Posi¢do 4e = controle negativo.
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FIGURA 6: Hibridizacdo alelo especifica para HLA DRB1 0101 e * 0102. Todos os
14 pacientes apresentaram marcagdo positiva, com excegdo da amostra 4
e (controle negativo).
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FIGURA 7: Hibridizacio alelo especifica para HLA DRBI * 0102. Os pacientes das
posigées 1d, 2b, 2¢, 3¢ e 4c apresentaram marcagdo positiva.
obs: O paciente da posi¢do 1d também apresentou marcagdo positiva para 0 HLA DRB1 *0101, logo cle €
positivo para 0o HLA DRB1 *0101 ¢ *0102.
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FIGURA 8: Hibridizagdo alelo especifica para HLA DRB1 *0101 e * 0103. Os pacientes
das posigées 1a, 1b, Ic, 1d, 2a, 2d, 2e, 3b, 3d e 4d apresentaram marcagdo
positiva. Como todos os pacientes foram positivos para o HLA DRBI *0101 e
*0102 e nenhum para o HLA DRBI1 *0103, os 10 pacientes positivos nesta
fig. sio HLA DRBI1 *0101.
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TABELA 10: AR: Frequéncia dos alelos HLA-DRB1*01 (HLA-DRB1*0101; 0102 e

0103) em pacientes e controles

Alelos. . Pacientes . ~ Controles Lo
n=t4. n=18
0101 10(71,4) 13(72,2) NS
0102 5(35,7) 4(22,2) NS
0103 0 1(5,6)

() = porcentagem
NS=ndo significativo

OBS: um dos pacientes apresentou alelos 0101-0102

Dos 16 com AR e HLA-DR4 positivo, 13 tiveram o DNA amplificado pela
“PCR”, trés pacientes ndo seguiram o estudo (figura 9). Apos a amplificagdo foram
avaliados quanto aos alelos HLA-DRB1*04. A figura 10, representa os locais em que
foram aplicadas as amostras dos DNA amplificados € um controle negativo. O alelo
HLADRB1*0401 estava presente em trés (23,1%) (figura 11) e o alelo HLADRB1*0404
em nove pacientes (69,2%) (figura 12). O alelo HLADRB1*0405 n3o estava presente nos
pacientes avaliados. Neste grupo, um deles, ndo apresentou positividade para os alelos
HLA-DRB1*04 analisados, podendo ser, portanto, positivo para algum outro subtipo do
HLA-DR4. Apenas um apresentou alelos HLADRB1*0101-*0404. Nio houve

predominio de um dos alelos, quando comparados com a populagio controle (Tabela 11).
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FIGURA 9: Eletroforese em gel de agarose a 2% da amplificacdo do DNA de 13 pacientes
com HLA - DR4 positivos.
M :(x 174 Hae I11
Posigio 1 a 15 : DNA amplificado de 14 pacientes com DR4 positivo

DR4
M HO 1 2 3 4

M >

260 bp — Wg p— :

12 13
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FIGURA 10: Esquema que representa os locais de aplicagdo das amostras de DNA amplificado dos 13
pacientes HLA DR4 positivos
Posigio 5C ¢ o controle negativo.
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FIGURA 11 - Hibridizagdo alelo especifica para HLA DRB1 *0401. Os pacientes das osi¢ées 2a,
2c e 5b foram positivos para o HLA DRB1 *0401.
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FIGURA 12 - Hibridizagdo alelo especifica para HLA DRB1 *0404. Os paciente.§ das posigdes
1a, 1b, Ic, 2b, 2d, 3b, 4a, 4b, 5a foram positivos para o alelo HLA DRBI *0404.
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TABELA 11: AR: Freqiiéncia dos alelos HLA-DRB1*04 (HLA-DRB1*0401; 0404 e

0405) em pacientes e controles

~ Alelos Pacientes Controles P
| =13 =12
0401 3(23,1) 3(25) NS
0404 9(69,2) 11(91,7) NS
0405 0 0
outros 1(7,7) 1(8,3) NS

( ) = porcentagem

OBS: trés controles apresentaram alelos 0401-0404

4.6. ASSOCIACAO DOS ALELOS HLA-DRB1 E CARACTERISTICAS CLINICAS.

Quanto as variaveis epidemiologicas e clinicas, ndo se observou associagdo
significativa entre a presenga ou auséncia dos alelos HLA-DRB1*0101 e *0102, o mesmo

ocorrendo em relagio aos HLA-DRB1*0401 e *0404.

Nzo houve associagdo entre o FR e a presenga ou auséncia do alelo HLA-
DRB1*0101. A freqiéncia da erosdo Ossea estava aumentada em pacientes com HLA-
DRB1*0101, quando comparada com HLADRB1*0102, porém, ndo significativamente
(0,10<p<0,20) (Tabela 12).

Quando se analisou a presenga do FR e dos alelos HLA-DRB1*0401 e *0404,
observou-se que pacientes com HLA-DRB1*0404 apresentaram os maiores titulos de FR
(acima de 1/320) (p<0,05) (Grafico 1). Nao houve associagido a erosdo 0ssea € a presenga
ou auséncia de HLA-DRB1*0401 ou *0404 (Tabela 13), quando da comparagdo entre estes

dois alelos.
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Os pacientes com alelos HLA-DRB*0404 apresentaram os maiores titulos de
FR, quando comparados com todos os pacientes estudados (p<0,05) (grafico 2). A erosdo
Ossea estava presente em oito dos nove doentes com HLA-DRB*0404, mostrando uma
tendéncia a esta associagdo, quando comparados com todos os pacientes negativos, para o
HLA-DRB1*0404 (p>0,05) ( Tabela 14), o mesmo ocorrendo em relagido aos piores graus
da CFS (p>0,05)(Grafico 3).

Os trés que foram positivos para o0 HLA-DRB1*0401 apresentaram erosdo
ossea, dois estavam nos graus 3 e 4 da CFS e um, no grau 2, sendo que os trés possuiam
FR < 1:320.

Agrupando-se os pacientes com HLA-DRB1*0101, *0401 e *0404, que
possuem seqiiéncias de oligonucleotideos semelhantes na regido 70-74 (QKRAA /
QRRAA), observou-se maior freqiiéncia de erosdes (p<0,05) (Grafico 4). Em relagdo a

CFS e aos titulos de FR, ndo houve associagio significativa (p>0,05).

TABELA 12: AR: Alelos HLA-DRB1*01 e erosdo ossea.

~ FErosaodssea 0101 0101 0102 0102

Lt e
presente % 50 60 89
ausente 10 50 40 11

Valores em porcentagem
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HLA DRB1

Porcentagem

0 *0401
00404

Fator reumatéide

Grdfico 1- AR : Distribui¢do dos titulos de FR entre os pacientes com HLA -
DRB1*0401 e *0404

40 80 160 320 640 1280 2560

TABELA 13: AR: Erosdo 6ssea e alelos HLA-DRB1*04

Erosdo Ossea 0401 0401 0404 0404
+0 g -

presente 100 90 89 100

ausente 0 10 11 0

Valores em porcentagem
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404

354

HLA-DRB1 *0404

[0 negativo

Porcentagem
n
o
1

0O positivo

Fator reumatoide

Grdfico 2 - AR: Distribuigdo dos titulos de FR em 65 pacientes com HLA - DRB1 *0404
positivo e negativo

1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 1: 2560

TABELA 14: AR: Erosdo 6ssea e HLA-DRB1*0404 em 65 pacientes

Erosdo Ossea - 0404 0404
: , o L
presente 8 (889) 32 (60.4)
ausente 1(11,1) 21 (39,6)

() = porcentagem

* =p>0,05
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Classificagao Funcional de Steinbrocker

Gréfico 3 - AR: CFS em 65 pacientes com HLA DRB1* 0404 positivo ou negativo

Erosdes 6sseas ao Rx

Dausente

Dpresente

Porcentagem

negativo positive

Subtipos com sequéncias semelhantes

Gréfico 4 - AR: Erosdes 6sseas em pacientes positivos ou negativos para a sequéncias
semelhantes de aminoacidos (HLA - DRB1T - *0101 - *0401 - *0404)
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5. Discussdo



O polimorfismo dos diferentes genes HLA contribui para que alguns alelos
estejam primariamente assoctados 3 AR em certas populacbes, mas nfio em outras, Uma
analise visando relacionar estes genes com uma patologia requer, portanto, um grupo com a
doenga bem definida ¢ o mais homogéneo possivel do ponto de vista étnico, raziio pela qual
optou-se por avaliar pacientes caucasOides. A selegfio dos pacientes deste estudo baseou-se
nos critérios da ACR para AR, tomando-se o cuidado de somente incluir  pacientes com
positividade para o FR e com envolvimento poliarticular, para diminuir o risco de doentes
com quadro de artrite inflamatdria que poderiam evoluir para outras doengas, como as
espondiloartropatias  soronegativas, sarcoidose ou outras enfermidades do tecido
conjuntivo. O fato desta casuistica englobar doentes com longo tempo de evoluglio (média
de 13 anos), portanto com acompanhamento clinico longitudinal, colaborou para que esta
selecio fosse mais precisa. Esta selegio rigorosa foi fundamentada por observagbes
anteriores que encontraram diferentes antigenos de histocompatibilidade em pacientes com
AR e outras artrites inflamatdrias. Assim, GOUGH et al. (1994) estudando pacientes com
artrite inflamatoria, observaram, nestes, resultados de genotipagem diferentes daqueles com
AR comprovada. KAARELA et al. (1990) encontraram, em pacientes classificados
primariamente como tendo AR soronegativa, outras artrites inflamatorias durante a
evolugio. O estudo de associagdo com antigenos HLA classe I, mosirou aumento

significativo da freqiiéncia de HLA-B27.

As caracteristicas clinicas e epidemiologicas dos pacientes estudados nfo
diferiram de outros estudos em populagio caucaséide (ALARCON, 1995). A idade de
inicio da doenga, ao redor dos 40 anos, e a predomindncia do sexo feminino foram
semelhantes ao ja observado na literatura, ainda que a freqiiéncia do sexo feminino tenha
sido superior a algumas grandes séries, porém, similar ao verificado por MASSARDO et
al. (1995). Da mesma forma, entre as manifestagbes extra-articulares presentes em 33,8%
dos pacientes, o nddulo reumatoide foi o mais freqiientemente observado (23,1%) e erosdo

Ossea foi demonstrada em 66%.
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Na analise estatistica utilizamos a correcfo do valor de “p”, por se tratar de um
primeiro estudo sobre a associacfio entre antigenos HLA e AR, reduzindo-se, assim, as
chances de erros estatisticos, O valor de “p” corrigido corresponde ac valor de “p”
multiplicado pelo nimero de antigenos HLA pesquisados (SVEJGAARD & RYDER,

1979).

A associagio da AR com os antigenos de histocompatibilidade HLA-DRBI
vem sendo demonstrada em intimeros estudos, em diferentes populagtes (STASTNY et al,
1978; OHTA et al,, 1982, JARAQUEMADA et al,, 1986; SANCHEZ et al,, 1990, YEN et
al., 1993). A associag@v mais freqiientemente citada em populagdo caucasdide € com o
HI A-DR4, sugerindo, essa associaglio, um aumento da suscetibilidade 2 AR, porém, mais
recentemente, sabe-se que ha um papel importante nos fatores que determinam evoluciio
para uma doenga mais progressiva ¢ agressiva {(YOUNG et al,, 1994; OLSEN et al., 1988,
NELSON et al., 1994). Neste estudo, a fregiiéncia do antigeno HLA-DR4 nos pacientes
com AR foi de 24,6%, enquanto que, no grupo controle, foi de 18%. Contudo, este
aumento da freqiéncia ndo foi significativo, 4 semelhan¢a do que se encontrou em
pacientes de Israel, Grécia, sul da Franga, Italia, Kuwait, Espanha ¢ Chile, onde uma fraca
ou insignificante associagio com DR4 e pacientes com AR foi encontrada, demonstrando
que esta associagio nfio € universal (SCHIFF et al, 1982; SATTAR et al, 1990,
SANCHEZ et al, 1990; SALVARANI et al., 1992; BOKI et al.,, 1993; BENAZET et al,
1995; MASSARDO et al,, 1990).

HLA-DR1 foi o antigeno de histocompatibilidade mais freqilente nos pacientes
com AR (26,2%), representando um aumento significativo em relagio & populagio
controle. 0 aumento da frequéncia de HLA-DR1 também foi observado em outros estudos
¢m populagdo caucaséide (BARDIN et al., 1985, NEPON et al, 1989), e em asiaticos
(NICHOL & WOODROW, 1981). Como tanto o HLA-DR4 e o HLA-DR1 pertencem ao
i6cus HLA-DRB1 ¢ apresentam associagho a AR, pode-se cogitar que algum fator dentro

desta regifio esta relacionado ao desencadeamento da doenga reumatoide.
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Apesar do aumento da freqiéncia de HLA-DR1, nfio foi observada associagio
significativa a nenhuma das varidveis clinicas e laboratoriais estudadas. Apenas dois
pacientes apresentaram noédulo subcutfineo, outros dois Sindrome de Sjogren e um,
neuropatia periférica.  Os pacientes com HLA-DR1 positivo ndo mostraram diferenca
significativa quanto aos titulos de fator reumatdide, quando comparados com HLA-DRI
negativo, o que nfo foi observade por BARDIN et al. (1985), que encontraram associagio
de AR ao HLA-DRI apenas nos casos com FR negativo. No entanto, OLSEN et al.
(1988), ndo constataram diferenga significativa entre os pacientes com HLA-DRI positivo
e HLA-DR1 negativo em relagio ao FR, alteracGes radiograficas e estado funcional. Um
outro trabalho demonstrou associagio do HLA-DRI a AR, nos pacientes com FR positivo
{SCHIFF et al,, 1982).

As manifestacles extra-articulares também nfo apresentaram associagio
significativa ao HLA-DR4. O n6dulo subcutineo ocorreu em cinco pacientes, Sindrome de
Sjogren, amiloidose renal, uveite ¢ Sindrome do tinel do carpo em um paciente cada. A
auséncia de relagio entre HLA-DR4 ¢ as manifestagdes extra-articulares também foi
observada por ALARCON et al, (1982), que encontraram associagio de nddulos
subcutineos e vasculite apenas em pacientes soropositivos e nenhuma relagio com DR4.
Entretanto, WERSTEDT et al, (1986); SALVARANI et al. (1992); observaram associagio

de DR4 a manifestagdes extra-articulares, principalmente com os nodulos subcuténeos.

Qs pacientes com positividade para HLA-DR4, quando avaliados
funcionalmente (CFS), apresentavam graus mais avangados quando comparados com os
pacientes HLA-DR4 negativos, demonstrando que a presenca de DR4  estd
significativamente relacionada com uma evolugio de doenga mais incapacitante (p<0,05).
O FR em altos titulos também associou-se significativamente a presenga de HLA-DR4
(p<0,05), mas ndo a0 HLA-DR1, 4 semelhanca do observado em alguns estudos , embora
tenha sido demonstrado gue a AR destrutiva esta relacionada com HLA-DR4, tanto em
pacientes FR. positivo como negativo (OLSEN, 1988, CALIN et al., 1989). Apesar de
controversa, a associacio de maiores titulos de FR com HLA-DR4 ¢ semelhante a um

estudo que demonstrou que, individuos normais, com HLA-DR4 positivo, produzem altos
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nives de FR quando estimulados in vifro, mais do que pessoas que séo HLA-DR4 negativo
(OLSEN, STASTNY, JASIN, 1987). Os pacientes com HLA-DR4 positivo também
apresentaram, mais freqiientemente, erosdes oOsseas (93,8%) (p<0,05), de acordo com o
observado por OLSEN et al. (1988). Com relagfio 4 distribuigfo por sexo, verificou-se que
todos os 16 pacientes que apresentavam positividade para o HLA-DR4 eram do sexo
feminino, enquanto dos 49 negativos para 0 HLLA-DR4, 39 eram do sexo feminino e 10, do
masculino, Estes resultados estdio de acordo com 0s encontrados em outro trabatho em que
o HLA-DR4 estava fortemente associado & AR no sexo feminino e com FR positivo
(NELSON et al., 1994). OLSEN et al. (1988), porém observaram relagio entre HLA-DR4
¢ posttividade para o FR, mais no sexo masculino do que no feminino, mas essa diferenga
ndo era significativa. Estes resultados também nfio apontam uma diferenca significante
entre os sexos, ndo se podendo, portanto, afirmar que pacientes do sexo feminino,

apresentem doenga mais agressiva que os do sexo masculino.

Apesar de nfo se verificar um aumento significativo na freqliéncia de
HLA-DR4, as associagBes observadas com maiores titulos de FR, presenga de erosdes e
pior estado funcional permitemn que se conclua que os pacientes com positividade para
HEA-DR4 podem apresentar uma doenga mais agressiva do que os aqueles com HLA-DR4
negativo, 0 que vem de encontro ao anteriormente observado (CALIN et al, 1988). Estes
resultados sugerem que, o HLA-DR4 define um subtipo de AR que ¢ caracterizado pela
presenca de altos titulos de FR e mais alteragOes erosivas e, os pacientes com HLA-DRI,
um outro subtipo, com menos alteracbes erosivas. Tais afirmaces estio em concordancia
com as de ALARCON et al. (1982) e OLSEN et al. (1987), que concluiram que os
antigenos HLA-DR1 e HLA-DR4 podem identificar subtipos diferentes de pacientes com
AR

A distribuiciio do HLA-DQ 1, 2 e 3 mostrou-se semelhante, em pacientes e no
grupo controle. A associagio do HLA-DQ3 ao HLA-DR4 esteve presente em quatorze dos
dezessete pacientes positivos para HLA-DR4. Este resultado, também foi obtido por GAO
et al. (1990b), que, contudo, observaram que os pacientes que apresentavam HLA-DR4
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positivo associaram-se mais freqiientemente a0 HLA-DQ7, que é um dos subtipos do
HLA- DQ3.

A importincia da analise da seqtiéncia do locus DRB1 baseia-se nos diversos
estudos que verificaram que a AR se relaciona com a positividade de HLA-DR4 ¢ HLA-
DR1, e ambos sdo produtos desse locus (KLARESKOG et al,, 1982). Através de téenicas
de genotipagem, podem-se identificar os alelos do locus DRB1 e suas seqiéncias de
aminoacidos e, a partir desses achados, determinar quais alelos estio mais fregiientemente

associados 8 AR (GREGERSEN, 1992},

Quando os subtipos do HLA-DR1 e DR4 sfio pesquisados, os genes do DNA
gendmico sofrem amplificagdo, usando-se “primers”. Postertormente sfo hibridizados com
a sequéncia dos alelos HLA-DRB1*01 ¢ HLA-DRB1*04. Realizando essa amplificagdo
especifica, evita-se a possibilidade de hibridiza¢io cruzada das sondas com outros genes
que apresentam seqiiéncias semethantes aos dos alelos do HLA-DR1 ¢ HLA-DR4. Como
exemplo, sabe-se que a seqléncia que caracteriza 0 HLA-Dw14 ¢ idéntica & do HLA-DR1
{GAQ et al., 1990c; LANCHBURY et al,, 1990}, Usando-se os “primers” especificos de
DR1 e DR4, apenas os seus genes serio amplificados e, os subtipos de cada um,
identificados individualmente, utilizando-se sondas especificas de oligonucleotideos com

seqiiéncias marcadas para cada subtipo.

Os subtipos do HLA-DR1 mais freqiientes nestes pacientes foram os
HLA-DRB1*0101 ¢ *0102, freqiéncia ja anteriormente observada (GAQ et al,, 1990b),
contudo, sem um aumento significativo em relagiio a populagdo controle. Apesar da alta
frequéncia do alelo HLA-DRB1*0101 (71,4%), ndo houve um aumento significante em
relagio 3 do alelo HLA-DRB1*0102 (35,7%), quando comparada com a populagio

controle.

Os alelos HLA-DRB1*0401 e *0404 foram os subtipos mais observados do
HILA-DR4, com predominincia do *0404, porém, ndo significativamente em relagio ao

grupo controle.
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O aumento da frequéncia de erosdo Ossea nos pacientes com a presenga de
HLA-DRBI*0G101, contudo, de forma nfo significativa (0,10<p<0,20), demonstra uma
tendéncia que poderia ser confirmada por estudos com nimero maior de doentes, ainda que
a literatura ndo tenha revelado anteriormente esta associagdo. Os alelos HLA-DRB1*0101
e HLA-DRB1*0102 ou sua associagfo ndo se relacionaram significativamente com outras
variaveis clinicas ¢ laboratoriais. Os trabalhos realizados anteriormente niio demonstraram
associagdo importante destes alelos a variaveis da doenga reumatdide que possa indicar
gravidade, e sim com a suscetibilidade & doenga, principaimente o HLA-DRB1*0101
(GAO et al., 1990b).

Com relaglio aos subtipos do HLA-DRA4, nenhuma associagio clinica e (ou)
laboratorial pode ser estabelecida, quando se analisou apenas os pacientes com positividade
para 0 HLA-DR4, com excegio do HLA-DRB1*0404 e maiores titulos do FR. PLOSKI et
al. {1994) demonstraram que, pacientes com AR com altos titulos de FR apresentavam uma
forte associagio ac DRB1*0401, *0404 e *0408, enquanto aqueles com FR negativo ou
fracamente positivo apresentavam apenas tendéncia para aumento de DRB1*0404, *0101

e *0102.

Neste trabalho, os pacientes com AR apresentaram maior freqiiéncia de HLA-
DRI e os pacientes com HLA-DR4 evidenciaram uma associacdo a doenga mais grave. O
que existe em comum entre 0 HLA-DR1 e o HLA-DR4 ¢ a seqiiéncia semelhante de
aminoacidos na terceira regido hipervaniavel, nas posigbes 70 a 74, denominadas QKRAA
ou QRRAA, da cadeia DR beta. Esta observagiio formou a base para a hipotese das
seqiéncias semelhantes de aminoacidos (“shared epitope”), que esta associada 4
suscetibilidade para AR. Assim, os elementos estruturais codificados por esta seqiiéncia de
aminoacidos estdo envolvidos no desencadeamento da doenca. Neste estudo, os alelos da
regiic HLA-DRB1 mais frequentemente observados foram os alelos HLA-DRB1*0101,
0401 ¢ *0404. A posigio dos aminoacidos na regifio 70 a 74 ¢ idéntica para os alelos
HLADRB1%0404 ¢ *0101 (QRRAA), com arginina na posi¢io 71, enquanto que para o
HLA-DRB1*0401 (QKRAA) a lisina ocupa a posi¢do 71, sugerindo que os pacientes com
seqitiéncia QKRAA (*0401) apresentam doenca mais agressiva (WEYAND et al., 1995),
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Isto nic for confirmado no presente estudo, onde se verificou que tanto o
HLA-DRB1*0401 (QKRAA) como o *0404 (QRRAA) apresentaram doenga agressiva,
sem diferenca significativa entre si, excetuando-se a relacfo entre altos titulos de FR ¢

HIL.ADRB1¥0404.

O trabalho realizado por NELSON et al. (1991 } demonstrou que, dos 15 alelos
do HLA-DR4, apenas DRB1*0401 e DRB1*0405 estavam associados a risco para AR e
que 0 DRB1*0404 ndo era um fator de risco independente, ou seja, para estar associado &
AR o DRB1*0404 necessitava ocorrer juntamente com DRB1*0401 ou DRB1*0101, o que
estd de acordo com os achados de GAQ et al. (1990), que nfio encontraram associagio do
DRB1#*0404 a AR. No entanto, isto estda em desacordo com os achados de
WORDSWORTH et al. (1992 e RONNINGEN et al. {1992), que concluiram em seus
experimentos que os subtipos do HLA-DR4 (DRB1*0401, *0404 ¢ *0405), os quais
apresentam seqiiéncias semelhantes nos alelos da terceira regifio hipervariavel, estdo
independentemente associados & AR, ¢ que o HLA- DRB1*0404 relaciona-se a esta
doenga, mesmo quando esta presente em um genotipo que néo inclul os alelos DR4 ou DR1
no outro hapldtipo. Isto também foi verificado no presente trabalho, onde se observou oito
pacientes com DRB1*0404, independentemente do DRB1*0401 ¢ *0101 e apenas um
outro paciente com ambos os alelos (DRB1*0404 e *0101).

Dois pacientes apresentaram positividade para os HLA-DR1 e DR4, um deles
com alelos *0101-0404. Um outro apresentou dois alelos para o HLA-DR1 (*0101-0102),
Esses trés apresentaram doenca mais agressiva, com altos titulos de FR, presenca de
erosbes e pior estado funcional. Nio obstante o pequeno nimero de pacientes, estes dados
estdo em concordancia com o trabalho de WORDSWORTH et al. (1992) que sugerem que,
os pacientes que apresentam dois alelos da seqiiéncia semelhante de aminoicidos evoluem
com doerica mais agressiva. A freqii€ncia aumentada de doenga mais erosiva em pacientes
com seqiiéncias semelhantes de aminoacidos e positividade para o FR foi observada por
GAOQ et al. (1990b) que selecionaram, a partir desses dados, os pacientes com AR 1o inicio

da doenga que evoluiriam de maneira mais destrutiva.

Disenevdo 59



Ao agrupar os pacientes com HLA-DRBI*0101, 0401 e 0404, que possuem
seqiéneias semelhantes de oligonucleotideos, na regido 70-74 (QKRAA / QRRAA) ¢
comparando-os com os demais, verificou-se que apresentavam aumento significativo de
erosOes Osseas, porém, em relagio aos titulos de FR e graus da CFS, ndo se encontrou
diferenca significativa. Essa associagdo da seqiiéneia semethante de oligonucleotideos a

artrite mais erosiva tambeém foi constatada por MORENO et al. (1996),

Tais resultados indicam que, a genotipagem dos alelos HLA-DRB1 identifica
os pacientes com AR no inicio da doenga, quando ainda ndo ocorreram erosdes Osseas €
deformidades, ou seja, na fase precoce, pré erosiva da doenga, Os pacientes deste estudo,
que tinham mais lesSes erosivas apresemtaram os alelos HLA-DRB1*0401 e *0404,
portanto, os pacientes com inicio da doenga que apresentem esses alelos devem ser
tratados com drogas mais potentes, antes que se iniciem as lesGes erosivas. Isto pode ser
fundamentado pelo trabalho de NEPON et al. {1996} que indicam terapéutica precoce para
os doentes que possuem um ou mais alelos do HLA-DR4 (DRB1*0401,*0404), pois
avaliando pacientes com erosiio Ossea progressiva, observaram que cerca de 70 a 80%
carregam um ou mais desses alelos. Entretanto, em outro estudo, EBERHARDT et al.
{1996), apesar de terem concluido que os pacientes com sequéncia semelhante de
oligonucleotideos (HLA-DRB1*0401 ¢ *0404) apresentam forte associagio 4 AR, ndo
demonstraram que a genotipagem se associou a gravidade da doenga ,apods dois ¢ cinco
anos de evolugio, questionando, assim, o valor da tipagem gendmica na seleglioc de
pacientes para introdugdo de terapéutica precoce ¢ agressiva, SUAREZ-ALMAZOR et al.
(1995}, da mesma forma, encontraram associagio apenas a suscetibilidade a doenga, porém
somente naqueles com positividade do FR, ndio servindo, essas seqiiéncias semelhantes de

aminoacidos, como marcador de agressividade da doenga.

Apesar de ter sido estudada populagdio caucasdide, a etnia da  populagio
brasileira ¢ heterogénea, pois inclui descendentes de portugueses, espanhois e italianos,
entre outros. Além disto, muitos individuos tém origens étnicas mescladas, o que pode
explicar algumas diferengas entre os achados deste trabatho e os de outros, principalmente

os estudos europeus, onde se apresentam grupos etnicamente mais homogéneos.
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Em conclusdo, neste trabalho os pacientes apresentaram maior freqiiéncia de
HLA-DRI, porém, quando presente o HLA-DR4, a evolugio da doenga tende a ser mais
agressiva. Quanto aos subtipos do HLLA-DR1 observou-se uma tendéncia para erosdes
dsseas com o HLA-DRB1*0101 e, com relagfio aos subtipos de DR4, ambos os alelos
HLA-DRB1*0401 ¢ 0404 estio associados a agressividade da doenga. A presenga destes
alelos pode caracterizar um subgrupo de alto risco para doenga reumatodide de evolugiio

menos favoravel,

A abordagem atual dos pacientes com AR deve incluir, ndo somente exames
clinicos e laboratoriais minuciosos, como também o estudo dos antigenos de
histocompatibilidade, que pode fornecer subsidios para terapéutica precoce € mais
agressiva. Com a identificagdo das seqiiéncias semelhantes dos aminoacidos nas moléculas
de classe II, a imunomodulagio com a finalidade de tratar as doencas auto-imunes, como a
AR, vem-se tornando mais consistente, podendo-se atuar a nivel dos receptores de células
T, peptideos ¢ moléculas de classe II.  Identificando-se peptideos que se liguem
especificamente no sitio de ligagdio das moleculas DR, com seqtiéncia semelhante na AR,
esses peptideos podem ser capazes de bloquear a apresentagiio dos peptideos artritogénicos

e modularem a resposta auto-imune.

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular reconhece as influéncias
dos genotipos no desencadeamento da AR e pode participar na melhor compreensdo da
patogénese da doenga, contribuir para o diagnostico mais adequado, prever suscetibilidade,
mas, principalmente, colaborar para que se possa atuar efetivamente modificando o

prognostico, através de uma terapéutica mais seletiva e eficaz.
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6. Conclusoes



1. O antigeno de histocompatibilidade HLA-DR1 foi encontrado com mais

fregiiéncia entre os pacientes deste estudo.

2. O antigeno de histocompatibilidade HLLA-DR4 n3o apresentou freqiéncia
aumentada em relaglio a0 grupo controle, contudo, estava presente naqueles com maior
freqiiéncia de erosdes, titulos de FR mais elevados ¢ pior classificacio funcional, estando,

portanto, associado a doenga mais agressiva.

3. Nos pacientes HLA-DR1 positivo, o alelo HLA-DRB1*0101 foi o mais
freqilente ¢ esteve associado & presenca de erosSes quando comparado ao alelo HLA-

DRB1*0102.

4. Os subtipos do HLA-DR4, HLADRB1*0401 e *0404 apresentaram

associaco a doenga mais agressiva, sendo o alelo HLA-DRB1*0404 ¢ mais freqiiente.

5. Os pacientes com os alelos HLA-DRB1*0101, *0401 e *0404, que possuem
seqiténeias semelthantes de aminoacidos na regifio 70-74 (QKRAA-QRRAA), apresentavam
mais lesBes erosivas, o que indica agressividade. Portanto, a seqiiéncia semelhante de

aminoacidos se relacionou a pior prognostico.
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Several reports have shown that rheumatoid arthritis (RA) is associated with
HI.A-DR4, however association of RA and HLA-DRI has been found also in caucasian
population. Subsets of HLA-DR4 were recognized using molecular biology technics. It has
besn mentioned that DR4 alleles (HLA-DRB1*0401,%0404,%0405) are more associated

with severity than susceptibility to the disease,

Qur goals were to determine the HLA-DR frequency, to identify the specifics
alleles of HLA-DRBI1, to correlate these alleles with the clinical and laboratorial
manifestations and to determine the alleles that can identify patients with more aggressive

disease in caucasian with rheumatoid arthntis.

Sixty five caucasian patients with RA (ACR’s criteria) were analyzed with
clinical, serological, radiographic data and functional status according to the Steinbrocker
scale. To determine Class I and II antigens the microlinfocitotoxicity reaction was
employed. Genomic DNA from HLA-DR1 and DR4 positive patients was amplified by the
polymerase chain reaction (PCR). Dot blotting and hybridization with sequence specific

oligonucleotide {SSO) probes were performed.

The phenotypic frequency of HLA-DRI in RA patients (26,2%) was
significantly greater than controls (11,5%) (p<0,05). HLA-DR4 occurred in 24,6% of the
patients and in the 18% of controls (p>0,05). The HLA-DRI positive patients did not
show differences when compared to HLA-DRI1 negative. Positive DR4 patients had
significantly higher tittles of rheumatoid factor, bone erosions and worst functional status
{p<0,05). The alleles HLA-DRB1*0401 e *0404 were associated with worst functional
status, bone erosions and rheumatoid factor. HLA-DRB1*0101 and *0102 were the most

frequent alleles, however not associated with clinical and laboratory characteristics.

Those with HLA-DRB1*0101, *0401 e *0404 alleles, who presented de shared
epitope (QKRAA - QRRAA) at position 70-74, showed erosion more frequently.

We can conclude that the HLA-DRB1*0101 and *0102 alleles are associated
with susceptibility to RA while *0401 and *0404 with more aggressive disease.
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