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RESUMO

A associacao de antigenos de histocompatibilidade com a Artrite Reumatoide (AR)
vem sendo demonstrada em inumeros estudos. No entanto, a avaliacdo em
populacdes afro-descendentes ainda foi pouco estudada. Os propdsitos deste
estudo foram os de determinar a frequiéncia dos alelos HLA-DRB1 e as contribuicées
do polimorfismo desses alelos na susceptibilidade da AR na populacdo afro-
brasileira. Este estudo avaliou também, se a teoria do epitopo semelhante (SE) e o
modelo de protecdo da Artrite Reumatoide (RAP Model) se aplicam aos pacientes
afro-brasileiros com AR. Os alelos HLA-DRB1 de 72 pacientes afro-brasileiros com
AR, diagnosticados pelos critérios do American College of Rheumatology (ACR), e
de 75 individuos saudaveis foram tipados e subtipados utilizando-se a técnica de
reacao em cadeia de polimerase de DNA amplificado hibridizado, com sequéncia de
primers especificos de alta e baixa resolucao, e depois comparados. Os alelos HLA-
DRB1 *0404 e *0405 apresentaram freqliéncia maior nos pacientes do que no grupo
controle. J&, alelo HLA-DRB1*0102 apresentou uma freqiiéncia aumentada no grupo
controle (9,3%), quando comparada com a freqiiéncia nos pacientes. Os alelos
DRB1 considerados como pertencentes ao grupo do epitopo semelhante estavam
presentes em 39 pacientes (54,2%) e em 20 controles (26,7%), indicando que teoria
do epitopo semelhante se aplica a populagao afro-brasileira com Artrite Reumatoide.
Os alelos HLA-DRB1 que apresentavam a sequéncia DERAA (alelos protetores)
reduziram, de forma independente, o risco de desenvolver AR. Os dados obtidos
apontam para uma intensa miscigenacao racial presente no Brasil. Assim, como nos
faz concluir que a susceptibilidade da Artrite Reumatdide em afro-brasileiros €,
provavelmente, mediada pela interacao de fatores genéticos e étnicos.
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ABSTRACT

The association of histocompatibility antigens with Rheumatoid Arthritis (RA) comes
being demonstrated in innumerable studies. However, the evaluation in afro-
descendents populations still little was studied. The aim of this study has been to
determine the frequency of HLA-DRB1 alleles, andthe contributions of the
polymorphism of these alleles in the susceptibility of RA in the Afro-Brazilian
population as well. This study, also evaluated, if the theory of the shared epitope(SE)
and the model of protection of the Rheumatoid Arthritis (RAP Model) can also be
applied to the Afro-Brazilian patients suffering RA. The HLA-DRB1 alleles in 72 Afro-
Brazilian patients suffering RA, diagnosed in accordance to the criteria of the
American College of Rheumatology (ACR), and of 75 healthful volunteers had been
typed and sub-typed using the technique of the polymerase chain reaction of the
amplified hybridized DNA, with specific sequence of primers of high and low
resolution, were then compared. The HLA-DRB1 *0404 and *0405 alleles had
presented higher frequency in the patients group than in the control group. The HLA-
DRB1 *0102 alleles presented a frequency increased (9,3%) in the control group,
when compared with the patients group. The DRB1 alleles considered as pertaining
to the group of shared epitope were present in 39 patients (54.2%) and in 20
members of the control group(26.7%), indicating that the theory of the shared epitope
it is also applied to the Afro-Brazilian population with Rheumatoid Arthritis. The HLA-
DRB1 alleles that presented DERAA sequence (protectors alleles), had reduced, of
independent form, the risk to develop RA. The gotten data point to an intense racial
miscegenation in Brazil. Thus, as in it makes them to conclude that the susceptibility
of the Rheumatic Arthritis in Afro-Brazilian is, probably, determined by the interaction
of genetic and ethnic factors.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracoes Gerais

Artrite Reumatoide (AR) € uma doenga inflamatéria crbnica, sistémica, de
etiologia desconhecida, que leva a uma poliartrite, resultando em dano a cartilagem
e areas vizinhas ao osso. Por sua caracteristica crénica e progressiva, tende a
evoluir para deformidades articulares, com perda funcional em poucos anos.

A prevaléncia da AR em estudos epidemiol6gicos realizados no exterior, varia
entre 1 e 6%. (Alarcon, 1995). No Brasil, um estudo multicéntrico em macrorregides
do pais encontrou uma prevaléncia de AR em adultos de 0,2 a 1,0% da populacéo
(Marques Neto et al, 1993). A incidéncia da doenca é ao redor de 26 casos/10.000
habitantes (Chan et al, 1993). Pode ocorrer em qualquer idade, com o pico entre a 42
e 62 décadas. As mulheres sado afetadas duas ou trés vezes mais que os homens
(Zuaifler, 1989; Schaardenburg, 1994).

Embora a doenca seja ainda de causa desconhecida, avangos significantes
tém sido feitos no esclarecimento da patogénese da AR. Ha, certamente, fatores
desencadeantes dos processos imunolégico e inflamatério e uma evidente
participagdo genética, que tém sido 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 patdégenos como: mycoplasma, proteus, clostridium,
retrovirus e o virus do Epstein-Barr tém sido relacionados a patogenia da AR. Se um
agente infeccioso tem um papel etiol6gico, um grande numero de diferentes agentes
pode estar envolvido, atuando como um estimulo ndo especifico junto a outro fator
predisponente (Rook,1993).

Estudos em populagdes e familias estabeleceram uma importante
contribuicdo dos fatores genéticos na susceptibilidade da AR e na progressao da
doenca (Ollier et al, 1992).

Dois marcadores tém sido claramente associados com a AR: o fator
reumatéide (FR) e o sistema antigeno leucocitario humano (HLA). Os pacientes com
Artrite Reumatéide tém uma frequéncia maior do FR e do antigeno HLA-DRA4,

quando comparados com grupo controle (Jaraquemada et al, 1986).



O fato das mulheres apresentarem maior incidéncia de AR que os homens,
principalmente antes da menopausa, levou a hipétese de um envolvimento hormonal
na doenca, embora o papel dos hormbnios sexuais no desencadeamento desta
enfermidade ainda nao esteja bem estabelecido. O hipoandrogenismo pode ser a
causa do predominio da doenca em mulheres adultas jovens (Masi et al, 1995). A
participagdo dos hormdnios sexuais na AR é reforgada, principalmente, com a
melhora da atividade da doenca durante a gravidez (Cecere e Perselini. 1981) e com
o efeito protetor dos contraceptivos orais na ocorréncia da doenca (Spector e
Hochberg, 1990; Hannaford et al, 1990).

1.2 Imunopatogénese

A membrana sinovial na AR apresenta-se com intensa proliferacdo, sendo
composta por células analogas aos fibroblastos e vasos sanguineos neoformados.
Os estagios iniciais da AR caracterizam-se por infiltracdo de células inflamatérias,
aumento da expressdo de antigenos HLA classe |l (DR) e marcada
neovascularizacao, enquanto nos estagios tardios ocorre fibrose do tecido sinovial
(Klareskog et al., 1981). As células inflamatérias e os macréfagos movimentam-se
continuamente, dos capilares venosos para a camada de revestimento, levando ao
desenvolvimento de uma subcamada de revestimento da sindvia inflamada,
composta de uma populacao de células analogas aos macréfagos (Harris,1990).

Em estudos de membrana sinovial reumatéide, foi demonstrada a presenca
de citocinas, tais como: intérferon gama(INF-G), e interleucinas(IL) IL1, IL2, IL4, IL10
e IL12, liberadas por linfécitos T (Ulfgren et al., 1995). Trabalhos com artrite induzida
por colageno 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 doenca, ser prevenida e tratada com agentes que alteram estes
linfocitos.

Acredita-se que a AR seja iniciada por um patégeno nao especificado, que
provoca uma resposta imune mediada pelos linfocitos T do hospedeiro. Em certos
individuos, geneticamente predispostos, a resposta ao patégeno tem reacao cruzada
com antigenos proprios das articulagdes. Assim, tem inicio uma resposta auto-
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imune, mediada por células T, contra os tecidos do hospedeiro. Mesmo com
auséncia da exposicdo ao patégeno, os linfécitos T continuardo a responder aos
antigenos proéprios, 0 que perpetua o processo inflamatério (Gregersen, 1992).

O reconhecimento imunoldgico pelas células T requer formacao do complexo
trimolecular, constituido pelos receptores das células T(TCR), moléculas do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) e peptideos antigénicos
(Germain,1994). A molécula HLA-DR associada a AR liga-se, seletivamente, a
particulas de antigenos, e 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 inflamagéao na sindévia (Todd et al., 1988).

1.3 Marcadores Prognosticos da Artrite Reumatoide

O prognéstico da Artrite Reumat6ide nao é uniforme pois 0s pacientes
apresentam subgrupos com evolucao variavel (Picus e Callahan,1993) e poucos séao
os marcadores prognosticos que permitem uma estratificacdo dos pacientes
(Gordon, Stein, Broder, 1973).0s fatores genéticos tém atraido muita atencdo neste
sentido. O HLA-DR4, por exemplo, foi associado em estudos a alteracGes
destrutivas coxofemurais e dos ombros e a presenca de ndédulos subcutaneos
(Paulus e Bulpitt, 1995), e em alguns estudos, a presenca de fator reumatéide
(Oslen et al, 1988).

1.4 Sistema HLA

O sistema HLA é o mais polimérfico descrito no homem. O interesse pelo seu
estudo deve-se ao fato de que numerosas doengas apresentam associacdo com 0s
antigenos deste sistema. Ele consiste em um conjunto de aloantigenos, cuja
importancia foi inicialmente reconhecida no campo dos transplantes de tecidos e
orgaos. Os genes responsaveis pela codificacdo dos antigenos HLA localizam-se na
regido HLA, que corresponde a um pequeno segmento cromossémico, no braco
curto do cromossomo 6 humano (Figura 1). Os genes HLA se subdividem em classe
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| (A, B, C) e classe Il (DR, DQ, DP). Os genes HLA classe | e Il codificam para
glicoproteinas de superficie celular que correspondem aos antigenos HLA classe |
(A, Be C) eclasse Il (DR, DQ e DP), respectivamente. A organizacao desses genes
esta representada na Figura 2 (Campbell, 1993). As moléculas de HLA classe |
estdo presentes em praticamente todas as células nucleadas do organismo. As
moléculas de HLA classe Il sdao encontradas principalmente em células
imunocompetentes, linfécitos B, células apresentadoras de antigenos e linfécitos T
ativados (Strachan, 1987).

As moléculas de classe Il sdo um heterodimero constituido por duas cadeias
glicoprotéicas; alfa (34.000 daltons) e beta (29.000 daltons), em associacdo nao
covalente. As cadeias alfa e beta sdo compostas de 229 a 237 aminoacidos
respectivamente, e sdo formadas por trés regides: uma regiao extracelular
hidrofilica, uma transmembrana hidr6foba e uma intracelular hidrofilica. A regido
hidrofilica extracelular da cadeia alfa contém dois dominios (residuos 1 a 84 e 85 a
178), designados de alfal e alfa2, respectivamente. A regido hidrofilica de cadeia
beta também contém dois dominios (residuos 1 a 91 e 92 a 192) designados de
betal e beta2, respectivamente (Brodsky et al.,1996).

As moléculas do HLA de classe Il ttm um papel central na resposta imune por
apresentarem fragmentos de antigenos para os linfécitos T-CD4 (Zaleski,1991).
Citocinas podem induzir as moléculas de classe Il a expressarem-se em uma
variedade de células, conferindo a estas ultimas, capacidade de apresentarem
antigenos para linfécitos T-CD4. Através deste mecanismo, as moléculas de classe
Il apresentam determinados peptideos para as células T, que sao reconhecidos pelo
receptores das células T-CD4, o que ativa as células B. As moléculas de classe |l
sdo, portanto, produtos dos genes da resposta imune e possuem um vasto
polimorfismo (Janeway e Travers, 1994).

Cada lécus HLA (A,B,C, DR, DQ e DP), assim como aqueles que codificam
para fatores do complemento (C2, C4A, C4B e BF) podem ser ocupados por uma
série de genes alternativos que constituem as séries alélicas. A enumeragcado dos
antigenos HLA, presentes em um individuo, constitui o fenétipo HLA. O conjunto de
genes presentes na regiao HLA e carregados por um cromossomo € denominado
haplétipo. O conjunto de haplétipos materno e paterno constitui o gendétipo HLA
(Bodmer et al.,1995).
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O polimorfismo do sistema HLA foi inicialmente detectado usando-se métodos
celulares e soroldgicos, que se tornaram limitados apds a determinacdo das
sequéncias de nucleotideos de muitos alelos deste sistema. A comparagdao das
sequéncias de todos os alelos conhecidos mostra que, aqueles associados com uma
especificidade sorolégica em particular, frequentemente contém um ou mais
residuos de aminoacidos que ndo estdo presentes em outras especificidades.
Provavelmente, estes residuos formam epitopos que s&o reconhecidos por
diferentes reagentes sorolégicos.

As limitagbes das tipagens celular e sorologica estimularam o
desenvolvimento de métodos de genotipagem, que se tornaram ainda mais
vantajosos com o emprego da reacao da cadeia de polimerase (PCR). Esta reacao
amplifica seletivamente e em poucas horas, um trecho de DNA e, a seguir, ha
hibridizacdo com um painel de sondas que detecta sequéncias polimérficas que, por
sua vez, distinguem um alelo ou grupo de alelos de outros grupos (Wordsworth et
al., 1990: Andrade, 1993; Bidwell, 1994).

A nomenclatura dos alelos HLA, determinados por método molecular, é
designada pelo Comité de Nomenclatura da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
para o sistema HLA e esta sob constante atualizacdo. Consiste do lécus seguido por
um asterisco e um numero de quatro ou cinco digitos. Os dois primeiros digitos
indicam a especificidade soroldgica, os dois digitos seguintes, os alelos, e o quinto
namero é usado para indicar mutagdes. Exemplificando, o alelo HLA-DRB1*0401
pertence ao lécus HLA-DRB1 e esta associado a especificidade sorolégica HLA-
DR4.
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Figura 1: O cromossomo 6.
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Figura 2: Regibes cromossémicas do complexo HLA
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1.5 HLA e Artrite Reumatoide

A demonstracdo na década de 60, de que a susceptibilidade a certas
leucemias em camundongos era controlada por genes CPH, inspirou a realizagao de
estudos, no homem, sobre associacao entre doencas e antigenos HLA. As doencas
associadas a antigenos do sistema HLA possuem varias caracteristicas comuns, tais
como, causa e padrao de distribuicao hereditario.

O polimorfismo alélico das moléculas de classe | e Il determina quais
peptideos podem unir-se ao sitio de ligacdo do sistema HLA e entdo, serem
apresentados aos linfocitos T. Desta forma, apenas peptideos contendo

aminoacidos de tamanho e carga apropriados podem ser acomodados. Apesar
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dessas restricdes, 0 numero de peptideos que pode estar ligado e apresentado por
algum alelo particular do antigeno HLA, € muito grande. Portanto, a diversidade dos
genes HLA e o polimorfismo alélico e heterozigbtico, em muitas populacoes
humanas, resultam em um extraordinario repertério de respostas imunes.

A associacdo de certas doencas com os antigenos HLA também esta
relacionada com os polimorfismos de certos alelos ou sequéncias especificas de
aminoacidos, os quais podem ser semelhantes em um grande numero de alelos
(hipotese do epitopo semelhante). Devido a este polimorfismo no sitio de ligagao do
antigeno, os alelos HLA, associados a doencas, ligam-se aos peptideos auto-
antigénicos, apresentando-os as células T. (Harris, 1990; Woulfe, 1995).

Stastny inicialmente reportou um significante aumento na especificidade do
DR 4-DW4 em pacientes com AR (Stastny, 1976). ApOs estes achados iniciais,
inimeros trabalhos confirmaram a presenca do antigeno HLA-DR4 em pacientes
com AR e fator reumatéide positivo (Karr et al., 1980; Queiros, Sancho, Caetano,
1982; Oslen et al., 1988; Westedt et al., 1986; Gough et al., 1994). O método de
estudo empregado foi o de associacao, isto é, as freqiéncias dos antigenos HLA
foram comparadas entre pacientes do mesmo grupo étnico. Contudo, trabalhos
demonstraram que, nem todos 0s grupos raciais apresentaram associagcdes com o
antigeno HLA-DR4.

Posteriormente, a especificidade do DR1 foi vinculada a AR em populagdes
mediterraneas e indianas (Woodrow et al., 1981; Taneja et al., 1993) e a
especificidade do DR4-DW15 em japoneses e chineses com AR (Ohta 1982; Boey,
1992).

Ap6s o advento da avaliacdo da seqiiéncia de DNA, foi postulado que os
alelos DR1 e DR4 (DRB1*0101,*0102,*0401*0404,*0405,"0408) associados com
AR, bem como o DRB1*1001 e *1402, apresentavam uma sequiéncia comum de
aminoacidos em sua terceira regidao hipervariavel, particularmente na sequéncia 67-
74. Esta observacao levou a hipotese do epitopo semelhante (“shared epitope” —
SE), que codifica uma unidade funcional distinta, cujas propriedades imunolégicas
sao alteradas por mudancgas dos aminoacidos chaves dentro desse epitopo (Hiraiwa,
Yamanaka, Kwok, 1990).

A prevaléncia de dois alelos suscetiveis, em um 0nico individuo, confere

maior suscetibilidade genética na AR. Estudos demonstraram que pacientes
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homozigotos para HLA-DR4 ou com alelos apresentando sequéncias semelhantes
na regiao 70-74, tém doenca articular e extra-articular mais agressiva (Weyand et al.,
1992; Wordsworth et al., 1992; Toda et al., 1994), demonstraram que combinagdes
entre os alelos HLA-DRB1 *0401, *0404, *0405, *0101, predispdem a uma doenca
mais agressiva, sugerindo que mecanismos sinérgicos estejam envolvidos para
determinar a agressividade na AR.

Por outro lado, de acordo com o modelo de protecado da Artrite Reumatoide
(RAP model), um grupo de alelos contém, ao invés do epitopo semelhante, uma
outra regido ancora, que consiste dos aminoacidos DERAA. Os alelos HLA-DRB1
que expressam essa sequéncia DERAA (DRB1*0103, *0402, *1102, *1103, *1301,
*1302 e *1304) parecem conferir protecao contra o desenvolvimento da AR. Algumas
evidéncias sugerem que a doenca seja menos erosiva em pacientes com a
sequéncia DERAA. Esse modelo tem sido suportado por alguns estudos em
pacientes caucasoides com Artrite Reumatoide.

No entanto, tanto em relacdo a teoria do epitopo semelhante quanto a de
protecdo (RAP model), inumeras diferencas ja foram demonstradas em estudos de
varios grupos étnicos; concluindo que os resultados encontrados em uma populacéo
nao servem como modelo para todas as populacoes.

De acordo com o Programa Nacional de Doadores de Medula Ossea dos
Estados Unidos (o0 qual compreende mais de 1.35 milhdes de voluntérios sadios
tipados para HLA), existem diferencas significativas nas freqtiéncias dos alelos HLA-
DR4 entre individuos de ancestralidade européia e afro-americanos. Silman et al
(2007), em estudo recente observou alelos HLA-DRB1*04 em apenas 1 (1,8%) de
55 individuos em uma populagao rural da Nigéria.

Poucos estudos foram realizados em populagdes afro-descendentes com
Artrite  Reumatodide,assim o papel do HLA-DRB1 neste grupo étnico ainda
permanece impreciso.

O Brasil recebeu 37% de todos os escravos africanos que foram trazidos para
as Américas, totalizando mais de trés milhdes de pessoas; sendo hoje, o pais com a
maior populacéo de origem africana fora da Africa (Davis, 2000).

A mistura genética entre populacdes européias e africanas, que vieram para o
Brasil desde o periodo de sua colonizagcao, pode ser um fator contributivo para uma
possivel diferenca na susceptibilidade e agressividade da AR na populacao afro-
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brasileira. Diante do exposto, torna-se justificavel e necessario o estudo desta

populacao com Artrite Reumatoide.

1.6 A Miscigenacao

Os grupos indigenas que habitavam o Brasil na época de seu descobrimento
somavam talvez, 5 milhdes de indios, divididos em dezenas de grupos tribais, como
os Tupi (em sua maioria), Xavante, Kayap6, Guaikiru,dentre outros. Os portugueses
que no Brasil aportaram em 1500, eram um grupo pequeno com etnia miscigenada,
decorrente da ocupacdo arabe e do grande contingente judeu que povoou a
peninsula ibérica por varios anos. Os portugueses eram, na sua imensa maioria,
homens. Assim que, a primeira fase da formagao do povo brasileiro foi constituida
por esses homens portugueses e matrizes indias. Com o decorrer dos séculos, o0s
portugueses perfizeram um total de 1,7 milhdes de imigrantes no Brasil (Ribeiro,
1995).

Os primeiros contingentes de negros foram introduzidos no Brasil nos ultimos
anos da primeira metade do século XVI, talvez em 1538.0s negros do Brasil foram
trazidos principalmente, da costa ocidental africana. Trés grandes grupos foram
distinguidos. O primeiro, das culturas sudanesas é representado pelos grupo
Yoruba, Dahomey, Fanti-Ashanti e , por grupos menores da Gambia, Serra Leoa,
Costa do Marfim e Costa da Malagueta. O segundo grupo era representado por
culturas africanas islamicas, principalmente do norte da Nigéria. O terceiro grupo era
o0 congo-angolés (tribos Bantu), provenientes da area que hoje corresponde a
Angola e Mogambique. As estimativas relacionadas a quantidade de negros
introduzidos no Brasil entre os séculos XVI e XVIII variam muito, mas, segundo M.
Buescu (1968), um numero proximo do real estaria em torno de 6 milhées de negros.

Principalmente apds 1850, outros grupos europeus vieram juntar-se aos
povoadores portugueses dos primeiros séculos; como os italianos (cerca de 1,6
milhdes), espanhdis(700 mil), alemaes (mais de 250 mil) e japoneses (cerca de 230
mil) (Ribeiro, 2000).
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Assim, surgiu o povo brasileiro, oriundo do cruzamento de brancos
(principalmente, mas n&o exclusivamente, portugueses), com milhares de mulheres

indias e , principalmente,negras.

1.7 Afro-Brasileiros

O assunto raga é controverso e sensivel. E consenso na Sociologia que raca
€ uma construcao social, com pouca base bioldgica. No século XIX, no Ocidente, as
teorias cientificas estabeleceram que os seres humanos poderiam ser divididos em
tipos raciais distintos segundo uma ideologia que determinava que tais
caracteristicas estavam correlacionadas com tragos intelectuais e comportamentais
de uma pessoa. Embora atualmente essas teorias estejam desacreditadas pela
maioria da comunidade cientifica, elas continuam arraigadas a crenga popular,
fazendo com que as pessoas continuem a “classificar” e tratar o outro segundo
idéias socialmente aceitas.

As ideologias raciais evoluiram de formas distintas no Brasil e nos Estados
Unidos (Gans e Wacquant, 1999). Eles sdo os dois maiores paises do hemisfério
ocidental, tanto em tamanho quanto em populacdo de origem africana. O termo
“raca” empregado nos Estados Unidos €, no Brasil, usualmente substituido pelo
termo “cor”. No Brasil, a classificagao racial de uma pessoa varia de acordo com a
classificacdo utilizada. Atualmente, dispomos de trés grandes sistemas de
classificagdo nacional para caracterizar a grande maioria de brasileiros de um
“continuum” de cores do branco ao preto. Sdo esses: (1) Censos com suas trés
categorias branco, pardo e preto (excluindo-se ainda, as categorias indigena e
amarela); (2) discurso popular com termos ambiguos como moreno, moreno-claro e
o (3) movimento negro, cada vez mais adotado, que utiliza os termos branco e
negro (Telles, 2003).

Tendo em vista essa diversidade de critérios, bem como a flexibilidade de
classificagao de cor no Brasil, pretos e pardos sdo geralmente considerados juntos
nas pesquisas, constituindo uma Unica categoria, assumindo-se que esses
individuos possuem ascendéncia africana. Existe muita celeuma, no entanto, quanto

a adequacao dos termos negro, negroide ou afro-descendente, para designar essa
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categoria étnica, nem sempre havendo concordancia entre o cientificamente
adequado e o politicamente correto.

A unido em uma Unica categoria de pretos e pardos torna-se ainda mais
justificavel quando se toma por base estudos genéticos: 86% dos brasileiros tém
algum grau de ascendéncia africana. Os genes africanos no povo brasileiro variam
de 10 a 100% da ancestralidade. Portanto, devido ao alto de grau de miscigenacéao,
brasileiros com ascendéncia africana podem ou ndo apresentar tragos de fisionomia
negra (Pena, 2004).

Uma recente pesquisa genética, encomendada pela BBC Brasil, analisou a
ancestralidade de afro-brasileiros. A pesquisa contou com a participacao de 120
brasileiros auto-declarados negros de Sao Paulo. Para tal, foram analisados o
cromossomo Y, herdado do pai, € o DNA mitocondrial, herdado da mae. Ambos sao
passados de geracdo em geracao e, por ndo se misturarem com outros materiais
genéticos, permanecem intactos, salvo raras excegdes de mutagao. Analisando-os,
pode-se encontrar a informacédo de que parte do mundo um ancestral relativamente
proximo de uma pessoa veio. Concluiu-se que, do lado paterno, metade (50%) dos
negros brasileiros analisados tém um antepassado que veio da Europa, 48% que
veio da Africa e 1,6% que era indigena. Do lado materno, 85% tém uma
antepassada africana, 12,5% india e apenas 2,5% européia (Pena, 2004).

A explicacdo para uma maior ancestralidade européia no lado paterno de
negros brasileiros e uma maior ancestralidade africana do lado materno se deve ao
fato de que, como dito anteriormente, por muito tempo na Histéria do Brasil, havia
mais homens brancos que mulheres brancas. Por esse fator, as relacdes inter-
raciais entre homens europeus e mulheres africanas ou indigenas eram bastante
comuns.

Baseado nos fatos acima apresentados, este trabalho ira avaliar no Brasil, um
grupo de pacientes afro-brasileiros com Artrite Reumatdide e caracteriza-lo quanto a
presenca dos antigenos de histocompatibilidade classe Il DR e sua susceptibilidade

clinica.
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2. OBJETIVOS

1- ldentificar os alelos do HLA-DRB1 em uma populacéo afro-brasileira de pacientes
com Artrite Reumatdide e controles saudaveis.

2- Determinar as freqliiéncias desses alelos no grupo de pacientes e compara-las
com as freqliéncias observadas no grupo de controles saudaveis.

3- Determinar as contribui¢ées do polimorfismo do HLA-DRB1 em relacéo a
susceptibilidade da Artrite Reumatoéide (AR) em uma amostra populacional afro-
brasileira

4- Determinar se a teoria do Epitopo Semelhante (SE) se aplica aos pacientes afro-
brasileiros com Artrite Reumatoide.

5- Determinar se o modelo de protecao da Artrite Reumatdide (RAP Model) se

aplica aos pacientes afro-brasileiros com Artrite Reumatoide.



3. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

3.1 Critérios de Inclusao dos Sujeitos de Pesquisa

- Pacientes com diagnéstico de Artrite Reumatdide segundo os critérios do
American College of Rheumatology, com idade igual ou superior a 18 anos.

- Critério de “afro-brasileiro”:
“Afro-brasileiro” = classificacdo do investigador para o paciente “preto’ou

“pardo’(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica-IBGE), associado a

ascendéncia negra de linhagem materna até 3° geracao

3.2 Critérios de Exclusao dos Sujeitos de Pesquisa

- ldade inferior a 18 anos.

- Pacientes nao portadores de Artrite Reumatéide

- Pacientes com Artrite Reumatdide porém, nao afro-brasileiros.

- Individuos sem capacidade para compreender os objetivos do estudo.

- Individuos impedidos legalmente de participar do estudo.



4. CASUISTICA E METODOS

4.1 Casuistica

4 1.1 Pacientes:

Foram estudados 72 pacientes, com diagnostico de AR segundo os critérios
propostos pelo American College of Rheumatology (ACR), e que preenchiam o
critério de *“afro-brasileiro” proposto neste estudo. Todos os pacientes eram
habitantes do Estado de Sao Paulo e foram acompanhados no ambulatério de
Reumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médias da
UNICAMP (HC-FCM-UNICAMP) e no Hospital Universitario da Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto, Estado de Sao Paulo, Brasil.

4.1.2 Controles:

75 voluntarios sadios da mesma darea geografica e do mesmo grupo étnico
foram estudados como grupo controle. Estes individuos foram recrutados a partir de
doadores sadios de sangue e 6rgaos sélidos ou doadores de transplante de células
primarias hematopoiéticas.

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP e todos os sujeitos de pesquisa assinaram Termo de

Consentimento Livre e esclarecido para participar do estudo.

4 1.3 Critérios Clinicos:

Foi elaborada uma ficha clinica para todos os pacientes, contendo os dados
referentes a idade, sexo, idade de inicio da doenca, duracdo da doenca,
envolvimento articular e manifestagdes extra-articulares (presentes no exame fisico
ou relatadas anteriormente no prontuario médico do paciente). As manifestacoes
extra-articulares consideradas foram:ndédulo reumatéide, fenbmeno de Raynaud,

serosites, vasculites, ceratoconjuntivite, uveite e neuropatia.



4.1.4 Exames Subsidiarios:

Fator Reumatéide (FR): Foi avaliado em todos os pacientes e considerado
positivo com valores superior a 1:40(teste aglutinacao latex) ou 10 Ul/ml (Waaler

Rose).

4.1.5 Critérios Diagnosticos de Artrite Reumatdide pelo ACR:

A partir dos dados clinicos e laboratoriais, foram determinados o niumero de

critérios do ACR presentes para cada paciente (Quadro 1).

Quadro 1- Critérios diagnosticos de Artrite Reumatoide pelo ACR

1- Rigidez matinal das articulagdes, por pelo menos uma hora

2- Artrite de trés ou mais articulacdes, observada por médico

3- Artrite das articulagdes das maos

4- Artrite simétrica

5- Noédulo Reumatoide

6- Presenca de Fator Reumatéide

7- Erosao éssea, ao exame radiografico, e(ou) osteopenia justa-articular nas

maos ou punhos.

Os critérios 1 a 4 devem estar presentes, pelo menos, durante seis semanas.

Artrite reumatéide é definida pela presenca de quatro ou mais critérios.

4.2 Métodos

4.2.1 Analise Molecular

4.2.1.1 Extracdo de DNA:

Obtencao dos leucocitos
A partir de 5ml de sangue periférico, colhido em frasco de vacutainer, com
EDTA 15% como anticoagulante, foi realizada a lise das hemacias para a obtencao

dos leucécitos das amostras da casuistica.
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As amostras de sangue foram centrifugadas a 1.800 rpm, por 10 minutos.
Depois, o plasma foi descartado e as hemacias lisadas com uma mistura de uma
solucdo 1:10 de cloreto de ambénio NH4CI (0,144moles/litro) e bicarbonato de aménio
NH4HCO;3; (0,01 moles/litro), por 20 minutos em repouso a temperatura ambiente. Na
etapa seguinte, as amostras foram centrifugadas a 3600 rpm, por 15 minutos, sendo
depois descartado o sobrenadante. O processo de lise foi repetido até que se

obtivesse um “pellet” de leucécitos livres de hemacias.

Lise dos leucocitos e precipitacao do DNA

Ao “pellet” de leucécitos, foram adicionados 1ml de DNAzol™ (Invitrogen). As
amostras contendo o DNAzol™ foram mantidos por 3 horas em repouso a
temperatura ambiente, acrescentado em seguida 1ml de etanol absoluto gelado
para a precipitacdo do DNA, que foi retirado com a ajuda de uma pipeta Pasteur e
colocado em um eppendorf contendo 300ul de etanol 70% gelado. As amostras
foram entdo lavadas com a ajuda de uma pipeta Pasteur e o etanol descartado. Para
a diluicao do DNA foi utilizado de 150 a 300u/ de agua destilada estéril, de acordo
com o “pellet” de DNA obtido. Em seguida as amostras foram incubadas a 37°C
“overnight” para a sua solubilizacdo. A quantificacdo do DNA foi realizada pelo High
DNA Mass™ Ladder (Invitrogen), um marcador de massa molecular baseado na
comparagao da intensidade da banda da amostra de DNA teste com a intensidade
das bandas do marcador. As amostras foram entdo estocadas a -20° C para

posterior genotipagem.
4.2.1.2 Tipagem e subtipagem dos alelos do HLA-DR

Reacao em cadeia da polimerase por seqiiéncias especificas de “primers”
(PCR-SSP)

PCR-SSP - HLA-DR de baixa resolucao

A genotipagem do HLA-DR foi realizada através da técnica de amplificagéo
pela reacdo em cadeia da polimerase, utilizando sequiéncias especificas de primers
(PCR-SSP HLA-DR baixa resolucao — DYNAL, Biotech Ltd., UK). Para cada

amostra de DNA dos pacientes, foram realizados os seguintes procedimentos: em
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placas de 24 “wells” contendo “primers” liofilizados (um par de “primers” do gene do
crescimento humano de seqiiéncia ndo alélica como controle interno da reacéo, e
um par de “primers” especificos do HLA-DR) foi adicionado 10 u/ de uma solucéao
contendo: 224 ul (tampao PCR, glicerol 5%, nucleotideos dCTP, dGTP, dATP, dTTP,
vermelho cresol), 53,2 ul da amostra do DNA (~50ng/ul) e 2,24ul de Taqg DNA
Polymerase (Invitrogen). Em seguida, a amplificacdo da PCR foi realizada em um
Termociclador, num total 30 ciclos com desnaturacdo inicial a 96°C durante dois
minutos, seguida dos 10 primeiros ciclos com desnaturacdao a 96°C, por 15
segundos, pareamento e extensdo a 65°C, por 60 segundos e apo6s 20 ciclos com
desnaturacdo a 96°C, por 10 segundos, anelamento a 61°C, por 50 segundos e
extensao a 72°C, por 30 segundos (OLERUP 1994). Para a subtipagem do HLA-DR
foi utilizado também a técnica de reagcdo em cadeia de polimerase por de seqiéncias
especificas de primers, porém de alta resolugédo (DYNAL, Biotech Ltd., UK)

Deteccao dos Produtos Amplificados pela PCR

Apb6s a reacado de amplificacao, 4ul do produto da PCR de cada “well” da
placa, foram aplicados em uma cuba de eletroforese horizontal contendo gel de
agarose 2% corado com brometo de etideo. Apds 30 minutos de corrida, os produtos
da PCR foram visualizados sob iluminagao ultravioleta e o gel fotografado utilizando

o sistema Polaroid, para documentacao e posterior anélise dos resultados.

4.2.2 Agrupamento de Alelos de Acordo com os Modelos de Epitopo Semelhante
(SE) e de Protecao da Artrite Reumatéide (Rap Model)

A frequéncia dos alelos DRB1 considerados como pertencentes ao grupo do
epitopo semelhante foi calculada pela soma das freqiéncias individuais dos alelos
HLA-DRB1*0101, *0102, *0401, *0404, *0405, *0408, *1001 e *1402. Pacientes
apresentando um ou dois alelos do epitopo semelhante foram classificados como
epitopo-semelhante positivo.

Os alelos considerados DRB1 protetores (todos codificados com a sequéncia
DERAA na HV3) sdo os alelos *0103, *0402, *1102, *1103, *1301 e *1302;

previamente reportados como alelos DERAA-positivos. Este estudo utiliza o termo
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alelos DERAA-codificados mas nao diferencia entre o efeito direto desses alelos e o
efeito de outros alelos vinculados aos alelos DERAA-codificados.

Para a analise, 6 grupos foram formados, de acordo com o Quadro 2.

Quadro 2:Agrupamento de alelos de acordo com os modelos do epitopo semelhante
(SE) e RAP Model (DERAA)

Grupo A: homozigoto para epitopo semelhante (SE/SE)

Grupo B: 1 alelo epitopo semelhante e 1 alelo nao epitopo semelhante e nao
DERAA(SE/X)

Grupo C: 1 alelo epitopo semelhante e 1 alelo DERAA (SE/DERAA)

Grupo D: nao epitopo semelhante e nao DERAA (X/X)

Grupo E: 1 alelo DERAA (X/DERAA)

Grupo F: homozigoto para alelo DERAA (DERAA/DERAA)

4.2.3 Método Estatistico

As variaveis qualitativas foram representadas por freqiéncia absoluta (n) e
relativa (%) e as quantitativas por média, desvio padrao (dp), mediana, valores
minimo e maximo.

Para comparacao de proporcoes foi utilizado o teste de Qui-Quadrado ou o
teste Exato de Fisher, quando necessario.

Para comparacao de medidas continuas entre 2 grupos foi aplicado o teste de
Mann-Whitney

Para todas as associagdes significantes foi calculado o odds ratio (OR) e seu
respectivo intervalo com 95% de confianga (1C95%).

Devido a possivel associacao entre os alelos subtipados e grande quantidade
de testes aplicados, para as comparacdes dos alelos o valor de p foi corrigido pelo
método de Bonferroni e esse novo valor foi chamado de pc (p corrigido).

Adotou-se o nivel de significancia global de 0,05 (alfa = 5%).
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas Clinicas e Epidemiolégicas

Dos 72 pacientes avaliados, 56 (77,8%) eram do sexo feminino e 16 (22,2%)
do masculino. A idade média foi de 48,5 anos e desvio padrdao de 10,5 anos. A
idade média de inicio da doenca foi de 38,5 anos e desvio padrdo de 10,5 anos. A
média de tempo de doenca foi de 10,6 anos e desvio padrdao de 8,4 anos. As
manifestacdes extra-articulares estavam presentes em 08 pacientes (11,1%). O
Fator Reumatéide foi positivo em 54 pacientes (75%) (Tabela 1).

O envolvimento extra-articular mais freqlente foi a Sindrome de Sjogren que
ocorreu em 03 pacientes (4,1%). Dois pacientes apresentaram nédulos subcutaneos.
Um paciente manifestou uveite, outro escleromaldcia e neuropatia periférica foi

observada em um caso (Tabela 2).

Tabela 1: Caracteristicas Epidemiologicas e Clinicas dos Pacientes Afro-Brasileiros

variaveis Pacientes (n = 72)

n %
mulheres 56 77.8
homens 16 22.2
man. extra-articulares SIM 8 11.1
man extra-articulares NAO 64 88.9
FR negativo 18 25.0
FR positivo 54 75.0
média (dp) de idade (anos) 48.5(10.5)

média (dp) de idade de inicio da doenca (anos) 38.5(10.5)
média (dp) de tempo de doenca(anos) 10.6 (8.4)




Tabela 2: Manifestacdes extra-articulares em 72 pacientes afro-brasileiros com AR.

Manifestacdes Extra-Articulares Total de pacientes (%)
Sindrome de Sjogren 41

No6dulo Reumatodide 2,8

Uveite 1,4
Escleromalacia 1,4
Neuropatia periférica 1,4

5.2 Alelos HLA

A genotipagem do HLA-DR dos 72 pacientes e 75 controles afro-brasileiros foi
realizada através da técnica de amplificacdo pela reacdo em cadeia da polimerase,
utilizando sequiéncias especificas de primers. Apds a reacdo de amplificacao, 4ul do
produto da PCR de cada “well” da placa, foram aplicados em uma cuba de
eletroforese horizontal contendo gel de agarose 2%. Os produtos da PCR foram

visualizados sob iluminacao ultravioleta, e os resultados analisados (Figura 3).
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Figura 3: Eletroforese em gel de agarose a 2% da amplificacdo do DNA de 72

pacientes e 75 controles afro-brasileiros.

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

- - - P PR— e - — —— - — o —

C.I= bandas de amplificacdo do controle interno (gene do crescimento humano)

M= marcador de peso molecular 100 bp (Invitrogen)

1-24= namero de tubos contendo os primers especificos para os alelos HLA-DRB1*
Bandas 1, 3 e 24 = amplificagao especifica dos alelos HLA-DRB1*01, DRB1*15;
DRB5

5.3 Distribuicao dos Alelos HLA-DRB1

O alelo HLA-DRB1*0404 estava presente em 11 pacientes (15,3%) e o alelo
HLA-DRB1*0405 em 06 pacientes (8,3%) (Grafico 1 e 2). Ambos os alelos
apresentaram freqUéncia significativamente maior nos pacientes do que no grupo
controle(p-valor 0,259, ODDS 6,58 € 95% IC 1,40-30,84 e p-valor 0,444 ODDS 7,94;
respectivamente).

O alelo HLA-DRB1*0102 estava presente em 07 controles (9,3%) e em
nenhum paciente (0%) (p-valor 0,518 , ODDS 0,12 e 95%IC 0,01-0,97) (Grafico 3).

Os alelos DRB1 considerados como pertencentes ao grupo do epitopo
semelhante (HLA-DRB1*0101, *0102, *0401, *0404, *0405, *0408, *1001 e *1402)

estavam presentes em 39 pacientes (54,2%) e em 20 controles (26,7%) (Gréfico 4).
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A distribuicdo da subtipagem dos alelos HLA-DRB1 no grupo controle e nos

pacientes afro-brasileiros pode ser vista na Tabela 3.

Gréfico 1: Frequéncia de alelos HLA-DRB1*0404 em pacientes e controles

40 -

10 - -

0 e
Pacientes Controles

alelo HLA- DRB1* 0404 (p-valor=0,259)

m Presente

Gréfico 2: Frequéncia de alelos HLA-DRB1*0405 em pacientes e controles
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Gréfico 3: Frequéncia de alelos HLA-DRB1*0102 em pacientes e controles
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Grafico 4: Frequéncia de epitopos semelhantes (SE) em pacientes afro-brasileiros
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5.4 Alelos DERAA-Positivo (RAP MODEL) e a Influéncia do Epitopo
Semelhante

A fim de estudar o efeito da presenca da sequéncia DERAA na
susceptibilidade da Artrite Reumatdide, pacientes e controles foram divididos em 6
grupos de acordo como gendtipo de seu HLA-DRB1 (Tabela 4). O efeito geral do
DERAA no desenvolvimento da Artrite Reumatéide foi avaliado comparando-se a
presenca da sequéncia DERAA (grupos C,E e F) com sua auséncia (grupos A,B e
D).

A presenca de DERAA foi menos presente nos pacientes com AR (25%) do
que nos controles (36%), conferindo um ODDS de 0,59; porém sem significancia
estatistica.

O efeito da sequéncia DERAA na auséncia dos alelos epitopo-semelhante foi
avaliada comparando-se o grupo E(X/DERAA) mais o grupo F(DERAA/DERAA) com
0 grupo D(X/X). Sujeitos com a sequéncia DERAA apresentaram risco reduzido de
desenvolver Artrite Reumatéide (ODDS=0,41), apesar do efeito observado nao ter
sido estatisticamente significativo (=0,067, 95% Cl=0,16-1,08) (Tabela 4).

Tabela 3: Subtipagem dos antigenos HLA-DRB1

DRB1 Pacientes Controles

Fator allele C =72 =75 p-valor | p-valor' | ODDS IC de 95%
Agressor *0101 | 13 (18,1%) 7 (9,3%) 0,123 ns 2,14 0,80 -5,72
Agressor *0102 0 (0%) 7 (9,3%) 0,014 0,518 0,12 0,01 -0,97
Protetor *0103 0 (0%) 0 (0%) - - - -

- *1501 9 (12,5%) 4 (5,3%) 0,126 ns 2,54 0,74 - 8,64
- *1502 3 (4,2%) 1(1,3%) 0,360 ns 3,22 0,33 - 31,67
- *1503 4 (5,6%) 10 (13,3%)| 0,108 ns 0,38 0,11 -1,28
- *1601 0 (0%) 2 (2,7%) 0,497 ns 0,34 0,03 - 3,32
- *1602 4 (5,6%) 3 (4%) 0,715 ns 1,41 0,30 - 6,54
- *0301 |10 (13,9%) 12 (16%) 0,720 ns 0,85 0,34 - 2,10
- *0302 5 (6,9%) 6 (8%) 0,808 ns 0,86 0,25 - 2,95
Agressor *0401 5 (6,9%) 1(1,3%) 0,111 ns 5,52 0,63 - 48,48
Protetor *0402 0 (0%) 3 (4%) 0,245 ns 0,25 0,03 -2,29
- *0403 1(1,4%) 2 (2,7%) 1,000 ns 0,51 0,05 - 5,80
Agressor *0404 |11 (15,3%) 2 (2,7%) 0,007 0,259 6,58 1,40 - 30,84
Agressor *0405 6 (8,3%) 0 (0%) 0,012 0,444 7,94 0,95 - 66,21
- *0406 0 (0%) 1(1,3%) 1,000 ns 0,51 0,05 -5,79
- *0407 0 (0%) 1(1,3%) 1,000 ns 0,51 0,05 -5,79
- *0411 0 (0%) 2 (2,7%) 0,497 ns 0,34 0,03 -3,32
- *1101 3 (4,2%) 8 (10,7%) | 0,134 ns 0,36 0,09 -1,43
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Protetor *1102 1(1,4%) 3 (4%) 0,620 ns 0,34 0,03 - 3,33
Protetor *¥1103 0 (0%) 0 (0%) - - - -
- *1104 1(1,4%) 5 (6,7%) 0,210 ns 0,20 0,02 -1,73
- *1201 3 (4,2%) 2 (2,7%) 0,677 ns 1,59 0,26 - 9,79
- *1202 0 (0%) 1(1,3%) 1,000 ns 0,51 0,05 -5,79
Protetor *1301 9 (12,5%) 12 (16%) 0,544 ns 0,75 0,30 - 1,91
Protetor *1302 | 9 (12,5%) 9 (12%) 0,926 ns 1,05 0,39 - 2,81
- *1303 6 (8,3%) 1(1,3%) 0,060 ns 6,73 0,79 - 57,34
- *1401 2 (2,8%) 5 (6,7%) 0,442 ns 0,40 0,08 - 2,13
Agressor *¥1402 3 (4,2%) 2 (2,7%) 0,677 ns 1,59 0,26 - 9,79
- *0801 3 (4,2%) 4 (5,3%) 1,000 ns 0,77 0,17 - 3,58
- *0802 0 (0%) 1(1,3%) 1,000 ns 0,51 0,05 -5,79
- *0804 4 (5,6%) 5 (6,7%) 1,000 ns 0,82 0,21 - 3,20
- *0807 0 (0%) 2 (2,7%) 0,497 ns 0,34 0,03 - 3,32
- *07 9 (12,5%) 17 (22,7%) | 0,106 ns 0,49 0,20 -1,18
- *0901 8 (11,1%) 4 (5,3%) 0,201 ns 2,22 0,64 - 7,72
Agressor *1001 |10 (13,9%) 4 (5,3%) 0,077 ns 2,86 0,85 -9,59
- *1304 1 (1,4%) 0 (0%) 0,490 ns 2,11 0,19 - 23,79

p-valor' = p-valor*37; os valores de p-valor' acima de 1 foram representados por “ns”
Agressor= epitopo semelhante;

Protetor= alelos DERAA positivos

Tabela 4: Frequéncias dos genétipos DRB1 de acordo com a presenca de alelos

predisponentes (epitopo semelhante) e alelos protetores (DERAA) em

pacientes afro-brasileiros com Artrite Reumatdide e controles.

Pacientes Controles
Variavel
n=72 n=75
SE/SE (A) 12 (16,7%) 3 (4,0%)
SE/X (B) 17 (23,6%) 14 (18,7%)
SE/DERAA (C) 10 (13,9%) 3 (4,0%)
X/X (D) 25 (34,7%) 31 (41,3%)
X/DERAA (E) 7 (9,7%) 24 (32,0%)
DERAA/DERAA (F) 1(1,4%) 0 (0,0%)
p=0,148
(C+E+F) x (A+B+D) _
OR =0,59 [0,29; 1,21]
p = 0,067
(E+F) x (D) )
OR =0,41 [0,16; 1,08]
SE-positivo 39 (54,2%) 20 (26,7%)
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6. DISCUSSAO

Fatores genéticos, raciais e ambientais tém sido identificados como fatores
predisponentes ou modificadores de muitas enfermidades reumaticas. Existe um
aumento da incidéncia de LES em negros americanos, bem como maior freqiéncia
da polimiosite em negros. Um estudo conduzido no Zimbabwe comparou um grupo
de pacientes negros com AR daquela regido com um grupo de pacientes
caucasianos da Inglaterra e demonstrou que a AR apresentava uma caracteristica
menos severa no primeiro grupo, sugerindo que a doenga seja mais branda em
pacientes negros (Chikanza et al., 1994). A populacdo de pacientes afro-brasileiros
estudada apresentou poucas manifestagdes extra-articulares (11,1%), fato este que
corrobora com os dados descritos na literatura de que a AR parece ser mais branda
em pacientes negros. Ja, a freqiiéncia de FR foi muito similar a descrita na literatura
(75%).

A relacdo entre mulheres e homens com AR em nosso estudo foi de 3,5:1.
Essa relacdo é maior do que a descrita na literatura (2:1) (Consenso Brasileiro Artrite
Reumatdide, 2008).

O polimorfismo dos diferentes genes HLA contribui para que alguns alelos
estejam primariamente associados a AR em certas populagdes, mas nao em outras.
Uma analise visando relacionar estes genes com uma patologia requer, portanto, um
grupo com a doenga bem definida. Assim, a selegdo dos pacientes deste estudo
baseou-se nos critérios do ACR para AR. O fato desta casuistica englobar doentes
com longo tempo de doenca (média de 10.6 anos), portanto com acompanhamento
clinico longitudinal, também colaborou para que essa selecao fosse mais precisa.

Na andlise estatistica dos alelos HLA utilizamos a correcdo do valor de “p”,
reduzindo-se assim, as chances de erros estatisticos. O valor de “p’corrigido
corresponde ao valor de “p’multiplicado pelo ndmero de antigenos HLA
pesquisados, conhecido por método de Bonferroni.

A importancia da andlise da sequéncia do l6cus DRB1 baseia-se nos diversos
estudos que verificaram que a AR se relaciona com a positividade de HLA-DRB1*01
e HLA-DRB1*04 (Klareskog et al., 1982). Através de técnicas de genotipagem, pode-

se identificar os alelos do I6cus DRB1 e suas sequéncias de aminoécidos e, a partir



desses achados, determinar quais alelos estdo mais frequentemente associados a
AR em determinada populacao (Gregersen, 1992).

A associacdao da AR com antigenos de histocompatibilidade HLA-DRB1 vem
sendo demonstrada em iniUmeros estudos, em diferentes populacdes. A associacao
mais frequentemente citada é com o HLA-DRB1*04, sugerindo, essa associa¢cao, um
aumento da susceptibilidade a AR. Neste estudo, a frequéncia do HLA-DRB1*04
nos pacientes com AR foi de 16,6%, enquanto que, no grupo controle, foi de 13,3%.
Contudo, esse aumento da freqiiéncia nao foi significativo. A freqiéncia do HLA-
DRB1*01 foi semelhante entre os pacientes afro-brasileiros e os controles (18%).
Estes dados sao diferentes dos encontrados em um estudo que analisou o padrao
HLA em individuos brasileiros caucasodides com Artrite Reumatdide (Bértolo M,
1998), 0 que aponta para uma possivel diferenca nas origens étnicas da populagcao
brasileira caucasdide e da afro-descendente.

J4, quando avaliamos a distribuicdo dos subtipos dos alelos HLA-DRB1 nos
pacientes afro-brasileiros, observamos que os alelos HLA-DRB1 *0404 e *0405
apresentaram freqUéncia significativamente maior nos pacientes do que no grupo
controle(p-valor 0,259, ODDS 6,58 € 95% CI 1,40-30,84 e p-valor 0,444 ODDS 7,94;
respectivamente). Tanto o alelo DRB1*0404 quanto o alelo DRB1*0405 apresentam
uma sequéncia de nucleotideos codificando uma sequéncia de residuos
aminoacidos das posicoes 67 a 74 da terceira regiao hipervariavel (HV3) da cadeia
DRB1, essa sequéncia € conhecida por epitopo semelhante(SE) da Artrite
Reumatéide. A sequéncia de aminoacidos encontrada nos alelos HLA DRB1*0404 e
*0405 € a QRRAA (compartilhando arginina na posigao 71).

A presengca do subtipo DRB1*0405 foi anteriormente associada
principalmente, a populagdes de origem japonesa (Otha et al.,, 1998), chinesa,
coreana, espanhola e arabe; populacées essas que tiveram grande influéncia na
colonizacdo do Brasil, em especial na regiao geografica onde nosso estudo foi
conduzido. Em contrapartida, um estudo realizado para avaliar o padrdao HLA em
individuos brasileiros caucasbides com Artrite Reumatdide ndo evidenciou a
presenca do alelo HLA-DRB1*0405 nos pacientes avaliados (Bértolo M, 1998); uma
vez mais, apontando para uma diferenga nas origens étnicas da populacao brasileira

caucasoide e da afro-descendente .
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O alelo HLA-DRB1*0404 tem sido frequentemente associado a
susceptibilidade e a agressividade da Artrite Reumatéide em populacdes
caucasoides. O mesmo estudo acima descrito, realizado para avaliar o padrao HLA
em individuos brasileiros caucasoides com Artrite Reumatoide, observou aumento
nao significativo na freqtiéncia do alelo DRB1*0404 e uma associacdo do mesmo
com padrao de doenca mais agressiva. (Bértolo, 1998).

A maior freqiéncia dos alelos HLA-DRB1*0404 e *0405 em nosso estudo,
nao somente confirma a teoria do epitopo semelhante na susceptibilidade da Artrite
Reumatéide em afro-brasileiros, assim como descrito em populagcbées caucaséides,
mas também, demonstra a intensa miscigenacéao racial na formacao da populacao
brasileira. Mesmo os afro-brasileiros estudados apresentaram alelos HLA que sao
caracteristicos de populagbes européias e asiaticas que originaram a formacao da
populagao brasileira.

A presenga dos HLA-DRB1*0102, € descrita na literatura como fator de
susceptibilidade para AR, segundo o modelo do epitopo semelhante. Em estudo
realizado no Brasil para avaliar o padrao HLA em individuos caucasoides, o alelo
HLA-DRB1*0102 foi associado a susceptibilidade na Artrite Reumatdide (Bértolo,
1998). Em nosso estudo, esta correlacdo nao foi estabelecida. Ao contrario,
observou-se uma freqléncia aumentada no grupo controle (9,3%), quando
comparada com os pacientes (0%) (p-valor 0,518, ODDS 0,12, 95% IC 0,01-0,97).
Esses dados parecem indicar que, ao menos na populacao afro-brasileira, o HLA-
DRB1*0102 conferiria um papel protetor na Artrite Reumatéide. Esta diferenga nos
resultados encontrados talvez possa se justificar pelas caracteristicas genéticas
diferenciadas da populacao afro-brasileira.

Ainda, ao avaliarmos na populacdo afro-brasileira a teoria do epitopo
semelhante, observamos que 54,1% dos pacientes apresentaram a sequéncia de
aminoacidos conhecida como epitopo semelhante; enquanto que apenas 26,7% do
grupo controle apresentou essa mesma sequéncia, fato este que nos leva a
observar que a teoria do epitopo semelhante se faz presente na populacdo afro-
brasileira com Artrite Reumatdide.

Neste estudo investigamos também, as associagcdes entre os efeitos
protetores na susceptibilidade da AR, dos alelos HLA-DRB1 que apresentam a
sequéncia DERAA. Ainda é controverso o quanto o efeito DERAA é realmente
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protetor ou se é mero resultado da auséncia de uma alelo HLA-DRB1 que apresenta
um epitopo semelhante.

Em nosso estudo, a comparacdo dos subgrupos (Tabela 3) nos permitiu
diferenciar os efeitos protetores dos nao protetores. Observamos que na populacao
afro-brasileira estudada, os alelos HLA-DRB1 que apresentavam a sequéncia
DERAA, reduziram, de forma independente, o risco de desenvolver AR.

Esses achados sao similares aos resultados observados em populagdes mais
homogéneas como a suica e a holandesa (Van der Helm-van Mil AH et al., 2005).

Foi demonstrado que peptideos carreando a sequéncia DERAA séao
naturalmente processados por células apresentadoras de antigenos, e foi sugerido
que o efeito protetor da sequénca DERAA é mediado por uma resposta protetora
especifica de células T (Snijders, 2001). E possivel que a sequéncia DERAA, em
especial os alelos DRB1*13, ndo apenas protegem contra a AR mas, também,
poderiam estar associados a doencas de evolugao menos severa, cComo no caso das
hepatites B e C (Hohler et al., 1997). Esses achados, além de intrigantes, apontam
para a importadncia de se elucidar esses mecanismos bioldgicos, uma vez que
podem representar uma nova luz na regulacao imune pelo sistema HLA.

Em relacdo ao mecanismo da AR, essa hipétese é capaz de explicar dados
de literatura, referindo-se a mutacées na sequéncia de aminoacidos nas posicoes
67-74 da molécula HLA-DRB1. Assim, essa versao corrobora com a nogao de que
essa sequéncia de aminoacidos é central na susceptibilidade a AR e, parece nao
indicar um papel para outro gene dentro do complexo HLA. O que parece é que a
inducdo de riscos variados na patogénese da AR estaria relacionada com
substituicbes de aminoacidos nessas posicdes e com uma possivel interagdo desta
regido com, por exemplo, superantigenos.

Os afro-brasileiros estudados apresentaram uma grande variabilidade de
alelos HLA-DR. Os alelos DRB1 encontrados com freqiiéncia significativa nos
pacientes afro-brasileiros com AR ja haviam sido reportados em outras populagdes
nao afro-descendentes (HLA DRB1*0405, *0404). Este fato talvez seja explicado
pela intensa miscigenacéao racial presente no Brasil.

Apresentamos varios dados indicando o envolvimento dos alelos HLA-DRB1
na susceptibilidade da Artrite Reumatbide em afro-brasileiros. Os modelos de
epitopo semelhante e RAP sdo associados com a regiao HV3 do gene DRB1 e séo
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Uteis para se compreender a susceptibilidade imunogénica a AR. Os achados de
nosso estudo suportam os modelos correntes em AR, bem como suportam a idéia
de que esses modelos ndao sao independentes, mas sim, complementares, como
proposto por Zanelli et al (2000).

O epitopo semelhante parece representar a maior contribuicdo a
susceptibilidade da AR. Outros fatores genéticos, no entanto, como o0s
superantigenos, provavelmente podem estar envolvidos, agindo possivelmente, em
conjunto com o epitopo semelhante (Verpoort et al., 2007) (Yamada, Yamamoto,
2007). Ainda, fatores ambientais e raciais parecem induzir alteracées epigenéticas,
contribuindo para a patogénese da Artrite Reumatoide (Gaston, 2008; Criswell et al.,
2006).

Acreditamos que nosso estudo possa vir a contribuir de maneira significativa
para o entendimento da Artrite Reumatdide em nosso pais, e para um melhor
acompanhamento e tratamento de nossos pacientes, respeitando-se as
caracteristicas genéticas e raciais de nossa populacao.
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. CONCLUSAO

. Os afro-brasileiros estudados apresentaram uma grande variabilidade de alelos
HLA-DR.

. Os alelos HLA-DRB1 *0404 e *0405 apresentaram freqiiéncia maior nos
pacientes afro-brasileiros do que no grupo controle.

. Os alelos HLA-DRB1*0404 e *0405 encontrados com mais freqiiéncia nos
pacientes afro-brasileiros com AR ja haviam sido reportados em outras
populacdes nao afro-descendente, demonstrando a intensa miscigenacao racial
presente no Brasil.

. O alelo HLA-DRB1*0102 apresentou uma freqiiéncia aumentada no grupo
controle, quando comparada com os pacientes. Esses dados parecem indicar
que, ao menos na populacao afro-brasileira, o HLA-DRB1*0102 conferiria um
papel protetor na Artrite Reumatéide.

. Os alelos do HLA-DRB1 identificados na populacao afro-brasileira de pacientes
com Artrite Reumatdide e controles saudaveis apontam para uma diferenca nas
origens étnicas da populagao brasileira caucasoéide e da afro-descendente.

. A teoria do epitopo semelhante se aplica a populagao afro-brasileira com Artrite
Reumatdide.

. Na populagao afro-brasileira estudada, os alelos HLA-DRB1 que apresentavam a
sequéncia DERAA, reduziram, de forma independente, o risco de desenvolver
AR; confirmando que o modelo de protecdo da Artrite Reumatéide (RAP Model)

se aplica a populacao estudada.
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