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Resumo:

A espondilite anquilosante (EA) € uma doenca com acometimento das articulagées
sacro-iliacas e da coluna vertebral, principalmente do segmento lombar. Dentre seus
achados clinicos, além de histérico familiar de EA, a presenca do alelo HLA-B*27,
presente nos genes do sistema HLA de classe |, tem mostrado ser um fator de risco
para o desenvolvimento dessa doenca. O objetivo deste estudo foi avaliar a
distribuicdo dos gendtipos HLA de classe | e a relacdo existente entre os alelos
encontrados e a fisiopatologia da EA. Por meio dos resultados foi possivel avaliar
gue o HLA-B e o -C estéo relacionados com o desenvolvimento de EA, tendo os
alelos B*27 e C*02 uma forte relagdo com a EA, visto que observou-se um risco
aumentado para o desenvolvimento desta doenca em individuos portadores destes
alelos. Porém, ao analisar o HLA-A, nao foi possivel observar nenhuma associacéo
deste gene com a doenca.

Introducéo

Espondiloartrites (EpAs) é um termo genérico usado para determinar um
grupo heterogéneo de doencas inflamatérias cronicas. Dentre os quadros clinicos, a
doenca pode se manifestar sobre diversas formas, como a espondilite anquilosante
(EA), artrite psoriasica (AP) e artrite reativa (AR) (Garg et al., 2014).

A EA, o maior subgrupo das EpAs, se caracteriza pelo envolvimento articular
periférico, em especial dos membros inferiores, com acometimento das articulacdes
sacro-iliacas e da coluna vertebral, principalmente do segmento lombar. Dentre os
achados clinicos de EA pode-se citar a negatividade para a pesquisa do fator
reumatoide pelos métodos convencionais, historico familiar de EA e a presenca do
alelo HLA-B*27 (Garg et al., 2014)

Os genes localizados no cluster do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) s&o os mais polimérficos no genoma humano. Nos
seres humanos as proteinas codificadas pelo MHC sdo denominadas Antigenos
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Leucocitarios Humano (HLA), e s&o divididas em dois grupos: HLA de classe | (HLA-
A, -B e -C) e HLA de classe Il (HLA-DR, - DQ e -DP). No caso da EA, ja esta
estabelecido que ha uma forte relacdo com o alelo HLA-B*27, mostrando uma
tendéncia para o desenvolvimento da doenca, sendo encontrado em 80 a 90% da
populacdo com EA, em comparagédo com 6 a 9% da populagdo em geral. Entretanto,
apenas uma minoria portadora do alelo (1-5%) desenvolve a doenca. Assim, 0
mecanismo molecular pelo qual a proteina HLA-B*27 atua, causando a associacao
deste alelo com a EA, ainda néo foi totalmente elucidado (Cortes et al., 2013).

Dessa forma, diversos estudos do MHC tém demonstrado a importancia dos
genes do sistema HLA permitindo um melhor entendimento da imunogenética e
fisiopatologia de varias doencas, entre as quais a EA. Tendo isso em vista, esse
projeto pretende avaliar a distribuicdo dos gendtipos HLA de classe | e a relacdo
existente entre os alelos encontrados e a fisiopatologia da EA.

Materiais e Métodos

O trabalho foi executado seguindo as normas do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual de Maringa (UEM)
(Parecer COPEP n° 5.231.082/22, CAAE 27723114.0.0000.0104).

Todos os participantes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. Um total de 188 individuos foram selecionados para participar deste
estudo, sendo 91 pacientes adultos com EA, classificados pelos critérios ASAS 2009
e residentes da regido norte/noroeste do estado do Parana e 97 individuos controles
sem a doenga, ambos ndo aparentados e pareados por sexo, idade e grupo étnico.

Apéds a coleta de sangue, realizou-se a extracdo de DNA usando coluna de
silica, por Biopur Kit Extracdo Mini Spin Plus (Mobius Life Science, Pinhais, PR, BR),
seguindo as recomendac¢des do fabricante. A concentragdo e a qualidade do DNA
foram analisadas pela medida da densidade Gtica em espectrofotbmetro a 260 nm e
280 nm (NanoDrop 2000R, Thermo Scientific).

Os genes HLA-A, -B, -C foram tipificados pela metodologia PCR-SSOR
(Polymerase Chain Reaction - Sequence Specific Oligonucleotide Reverse) com
tecnologia Luminex™ usando o kit LABType™ CWD (One Lambda Inc., Canoga
Park, CA, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Primeiramente, o DNA
foi amplificado por PCR usando primers biotinilados especificos. Posteriormente, o
DNA amplificado foi hibridizado com sondas ligadas a microesferas fluorescentes
marcadas com estreptavidina conjugada com R-Ficoeritrina (SAPE). A hibridizacao
foi verificada pela intensidade de fluorescéncia usando citometria de fluxo
(FLEXMAP 3D™ Instrument Systems). Os resultados foram interpretados por meio
do software HLA FUSION, verséao 4.6 (One Lambda Inc., Canoga Park, CA, EUA).

As anadlises estatisticas foram realizadas por meio de regressao logistica
utilizando o pacote stats em R versdo 4.2.0. As diferencas foram estatisticamente
significativas nos casos em que P < 0,05. Nos casos em que a diferenca entre as
frequéncias alélicas ou genotipicas de pacientes e controles apresentaram
significancia estatistica, foi calculado Odds Ratio (OR ou razdo de probabilidade)
para verificar o risco de desenvolvimento da doenca.
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Resultados e Discussao

Este estudo caso/controle foi realizado com 188 individuos, sendo 91 com EA
e 97 individuos que estdo dentro do grupo controle sem EA. A média de idade foi
44,67 = 13,03 e 41,95 £ 12,82 para pacientes e controles, respectivamente. Nao
foram observadas diferencas na distribuicdo de sexo dentro de pacientes e controles
(P > 0,05), sugerindo o adequado pareamento. As caracteristicas gerais da
populacdo de estudo estdo compelidas na tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas gerais de controles e pac  ientes com espondilite anquilosante.

Pacientes N =91 Controles N = 97 P-valor
n (%) n (%)
Idade (anos = DP) 44,67 = 13,03 41,95 +12,82 >0,05
Feminino 60 (65,93) 54 (55,67)
SeX0  \iasculino 31 (34.07) 43 (44.33) >0,05
Branco 80 (88,90) 90 (92,78)
Grupo Pardo 5 (5,55) 5 (5,15) >0.05
Etnico Negro 3(3,33) 2 (2,06) ’
Oriental 2 (2,22) 0 (0,0)

N= ndmero total da populacdo, n = nimero de individuos, DP= desvio padréo.

As frequéncias dos alelos de HLA-A, -B, -C foram obtidas a partir da
genotipagem dos individuos portadores de EA e dos individuos controle. O alelo
A*02 foi o mais frequente em pacientes e controles, 26% e 23%, respectivamente.
Ao consultar a base de dados para frequéncia dos alelos HLA na populagao
brasileira (Allele Frequencies), observou-se uma frequéncia de aproximadamente
27% para o alelo A*02 na populacéo paranaense de doadores voluntérios de medula
6ssea escritos no Registro Nacional de Doadores de Medula Ossea (REDOME),
mostrando uma congruéncia com os dados esperados na literatura (Rede Brasil de
Imunogenética, 2022). Porém, nenhuma associac¢ao significante foi encontrada para
esse alelo ou outro HLA-A.

Com relacéo ao locus B, dentro do grupo de controles o alelo mais frequente
foi B*35 (16%), diferentemente do grupo de pacientes no qual o alelo mais frequente
foi 0 B*27 (18%). O alelo B*27 foi encontrado como o mais frequente nos pacientes
portadores de EA quando comparado ao grupo controle (18% e 1%,
respectivamente). Além disso, observou-se uma associacao significativa para o alelo
B*27 (OR = 16,30; IC 95% = 4,52-104; P <0,001), demonstrando um risco 15 vezes
maior no desenvolvimento de EA nos individuos que possuem este alelo. Este
resultado j& era esperado, uma vez que hd uma alta incidéncia deste alelo nestes
pacientes, sendo o mesmo considerado um fator de predisposicdo para EA em
individuos portadores (Braun et al., 2007).

Para o locus C, o alelo mais frequente foi o C*07, tanto para 0s pacientes
portadores de EA quanto para os individuos controle 23% e 28%, respectivamente.
Porém nenhuma associacdo significante foi encontrada para esse alelo. O alelo
C*02 foi mais presente em pacientes quando comparado a controles (10% e 5%,
respectivamente), observando um risco aumentado para o desenvolvimento da EA
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guando comparado com controles sem a doenca (OR = 2,77, IC 95% = 1,18 — 6,95;
P = 0.023). Porém, apos a correcao por Bonferroni, essa associacao foi perdida (Pc
= 0,299). O alelo C*02 demonstrou ser um fator de risco (OR = 5.40, 95% IC =
2.17-14.40, P < 0.0005) para o desenvolvimento de artrite psoriatica em um grupo
de pacientes tratados em um hospital universitario na Pol6nia (Sokolik, 2014).

Conclusodes

Por meio dos resultados foi possivel avaliar que o HLA-B e o -C estéao
relacionados com o desenvolvimento de EA. Os alelos HLA-B*27 e -C*02 possuem
uma forte relacdo com a EA, visto que observou-se um risco aumentado para o
desenvolvimento desta doenca em individuos portadores destes alelos. Ao analisar
o HLA-A, nédo foi possivel observar nenhuma associagdo deste gene com a doenca.
No entanto, mais estudos sdo necessarios.
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