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Resumo

Introducgdo. As espondiloartrites compreendem um grupo de doengas fortemente
associadas ao gene HLA-B*27. Tem sido proposto que genes ndo pertencentes ao
complexo principal de histocompatibilidade humano influenciam a génese destas
doengas especialmente nos pacientes HLA-B*27 negativos. Objetivos. O objetivo deste
estudo foi testar a hipotese de que os antigenos dos sistemas histo-sanguineos ABO,
Secretor ¢ Lewis estdo associados a espondiloartrites, especialmente a espondilite
anquilosante (EA). Material e método. Foram analisados 394 pacientes com suspeita
clinica de espondiloartrites encaminhados para identificacdo do gene HLA-B*27. Cento
e dezenove (30,2%) tiveram o diagndstico de espondiloartrite confirmado de acordo
com os critérios ASAS. Os 275 (69,8%) restantes compuseram o grupo controle. A
identificagcdo do gene HLA-B*27 foi realizada com o uso do método PCR-SSOP. A
caracterizacdo dos antigenos dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis foi
realizada com o uso dos métodos hemaglutinagdo e PCR-RFLP. O teste exato de Fisher,
o qui-quadrado, os valores de Odds Ratio (OR) e do intervalo de confianga a 95% foram
calculados com o uso do software GraphPad Instat, aceitando o erro de 5%. Resultados.
Nao foram observadas diferengas estatisticamente significantes nas frequéncias dos
perfis antigénicos dos sistemas histo-sanguineos ABO (y2: 1.152; p=0,764; GL: 3),
Secretor (y2: 0.779; p=0,377; GL: 1) e Lewis (¥2: 1.853; p=0,396; GL: 2) de pacientes e
controles. Foi observada maior frequéncia do antigeno Le® em pacientes com EA,
comparados aos controles (OR: 1.833; IC 95%: 1.025 — 3.284; p=0,053). Este antigeno
mostrou-se fortemente associado a EA em pacientes HLA-B*27 negativos comparados
aos controles (OR: 4.469; IC 95%: 1.931 — 10.342; p=0,0007). Esta associagdo se
manteve apenas no género masculino na auséncia do gene HLA-B*27 (OR: 6.880; IC
95%: 1.852 —25.564; p = 0,004). Conclusdes. A EA esté associada ao antigeno Le” nos

pacientes masculinos HLA-B*27 negativos.

Palavras-chave: Espondiloartrite, Espondilite Anquilosante, Sistemas Histo-

Sanguineos, antigeno Le®, HLA-B*27.
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Abstract.

Introduction. The spondyloarthritis encomprises a group of diseases strongly
associated with HLA-B*27 gene. It has been proposed that genes not belonging to the
major histocompatibility complex human influence the genesis of these diseases
especially in patients HLA-B*27 negative. Objectives. The aim of this study was to test
the hypothesis that the antigens of the ABO, Secretor and Lewis histo-blood systems are
associated with spondyloarthritis, especially ankylosing spondylitis (AS). Material and
methods. Three hundred and ninety-four patients with clinical suspicion of
spondyloarthritis sent for identification of HLA-B*27 gene were analyzed. One hundred
and nineteen (30.2%) had confirmed the diagnosis of spondyloarthritis according to the
ASAS criteria. The remaining 275 (69.8%) were used as controls. The identification of
HLA-B*27 gene was performed using the PCR-SSOP method. The identification of the
antigens of the ABO, Secretor and Lewis histo-blood systems was performed using
hemagglutination and PCR-RFLP methods. The exact Fisher's test, the chi-square, and
the values of Odds Ratio (OR) and Confidence Interval set at 95% were calculated using
the GraphPad INSTAT software, accepting the error of 5%. Results. No statistically
significant differences were observed in the frequency of antigenic profiles of ABO (2:
1.152; p = 0.764; GL: 3), Secreto (x2: 0.779; p = 0.377; GL: 1) and Lewis (y2: 1.853; p
= 0.396; GL: 2) histo-blood groups between patients and controls. The Le® antigen was
more frequent in patients with AS compared to controls (OR: 1.833; 95% CI: 1025-
3284, p = 0.053). This antigen was strongly associated with AS in HLA-B*27 negative
patients compared to controls (OR: 4.469; 95% CI: 1931-10342; p = 0.0007). This
association remained only in males in the absence of HLA-B*27 gene (OR: 6.880; 95%
CI: 1852-25564; p = 0.004). Conclusions. AS is associated to the Le” antigen in HLA-

B*27 negative male patients.

Keywords: Sponlyloarthritis, Ankylosing Spondylitis, Histo-Blood Systems, Le*
antigen, HLA-B*27.



1. Introducéao

1.1 Espondiloartrites

O critério inicial de classificagdo das doencas reumaticas estda baseado
principalmente na ocorréncia de dores associadas ao sistema locomotor com
subsequentes limitacdes funcionais. Entretanto, com o uso de exames de imagens por
raio X, da detec¢do do fator reumatdide e da associagdo de algumas doengas com o
antigeno HLA-B27, muito destas doengas foram classificadas em grupo distinto por
apresentarem caracteristicas comuns de natureza clinica, radiolégica e laboratorial .
Em 1974, Moll e Wright propuseram o termo "espondiloartropatias soronegativas" a
este grupo de doencgas, primeiramente pela similaridade clinica, segundo pela auséncia
do fator reumatoide e presenca do HLA-B27. Em 2009, o termo "espondiloartrites"
(EpA) foi proposto pelo grupo Assessment of SpondyloArthritis international Society —

ASAS (http://www.asas-group.org/mission-statement.php), uma vez que 0 mesmo

reflete o acometimento axial e periférico das doencas anteriormente classificadas como
"espondiloartropatias soronegativas". Assim, pertencem a este grupo, doengas como a
espondilite anquilosante (EA), a artrite psoridsica (AP), a artrite reativa (AR), as
espondiloartrites indiferenciadas (EI) e as artrites associadas as doengas inflamatorias

intestinais (doeng¢a de Crohn e retocolite ulcerativa)(z).

No inicio dos anos 90, o Grupo Europeu de Estudo das Espondiloartropatias (ESSG)
estabeleceu critérios internacionalmente reconhecidos, para o diagnodstico deste grupo
de doencas®. Recentemente, o grupo ASAS prop6s novos critérios para o diagnéstico
das EpA incluindo, dentre eles, exames de imagens tomados por ressondncia magnética

nuclear (http://www.asas-group.org/mission-statement.php).




As caracteristicas clinicas relevantes compreendem dor axial, sinovites assimétricas
com predominédncia das grandes articulagdes dos membros inferiores, dores em nadegas
alternantes e entesopatias periféricas, especialmente na inser¢do do tenddo calcaneo
e/ou fascia plantar. Além destas, sdo incluidas diarréias agudas e uretrites que precedem
as manifestagdes articulares. A ocorréncia de doenca inflamatdria intestinal e psoriase
cutanea bem como histéria familiar positiva para uma das doengas do grupo, também
sdo consideradas dentro deste contexto. O principal indicador de imagem das EpAs ¢ a
presenca de sacroiliite unilateral ou bilateral com graus varidveis de acometimento. O
unico marcador genético de suscetibilidade até entdo associado a este grupo de doencas,
identificado no inicio da década de 70, ¢ o antigeno de histocompatibilidade humano

HLA-B27%%,

Em recente revisdo sistematica Stolwijk e colaboradores'® relataram que as EpAs
apresentam grande variag@o nas taxas de prevaléncia. Estudos realizados nas décadas
passadas em diferentes populacdes indicam que a prevaléncia destas doengas varia de
0,47%7 a 1,9%®. O Registro Ibero-Americano de Espondiloartrites (RESPONDIA),
criado em 2005, vem documentando dados demograficos, clinicos e de qualidade de
vida de pacientes portadores de EpAs nos paises ibero-americanos®. Este grupo tem
divulgado nos ultimos anos a prevaléncia de cada uma das doencas dentro deste grupo,
mas ndo a prevaléncia global nas populacdes destes paises"'”. Entretanto, Stolwijk e
colaboradores'® relatam frequéncias de EpAs variando de 0,10 a 1,25 em paises das
Américas Central e do Sul. Como a EA ¢ a forma de EpA mais comum na regido de Sao
José do Rio Preto"! sera dado destaque as caracteristicas desta doenga no contexto
desta tese. A tabela 1 mostra as frequéncias das EpAs em diversos paises ibero-

americanos.



Tabela 1. Frequéncias de espondiloartrites em paises ibero-americanos de acordo com o

grupo RESPONDIA."?.

ARG BRA CHI CTR ESP MXC PER POR URU VEN

N 405 1036 109 33 2367 172 60 101 53 69

EA (%) 304 72,3 58,7 455 61,5 599 533 83,2 52,8 55,1
AP (%) 46,7 13,7 2577 0,0 17,5 15,1 6,7 11,9 17,0 21,7
EI (%) 123 6,3 7,3 455 21 198 133 0,0 18,9 11,6
AR(%) 6,4 3,6 0,9 0,0 1,9 2,9 1,7 3,0 0,0 0,0

AE(%) 0,0 1,0 5,5 0,0 1,0 1,7 0,0 2,0 3.8 4,3

ARG: Argentina, BRA: Brasil; CHI: Chile; CTR: Costa Rica; ESP: Espanha; MXC: Mexico,
PER: Peru; POR: Portugal;, URU: Uruguai;, VEN: Venezuela. EA: Espondilite Anquilosante;
AP: Artrite Psoridgsica; El: Espondiloartrite Indiferenciada; AR: Artrite Reativa;, AE: Artrite
Enteropdtica

1.2 Espondilite anquilosante (EA)

A expressdo “espondilite anquilosante” deriva da fusdo das palavras gregas
spondylos (vértebra) e ankylos (fusdo). Esta doenga ¢ de natureza autoimune,
inflamatoria, de evolugdo cronica e acomete principalmente as articulagdes sacroiliacas,
a coluna vertebral, as articulagdes periféricas em menor grau, com eventual fusdo das

articulacdes axiais envolvidas'?.

Ha relatos historicos demonstrando que esta doenga acomete o homem ha séculos
uma vez que foram descritas alteragdes anatdmicas caracteristicas em mumias do antigo
Egito'"?. Todavia, a primeira descri¢do desta doenca como sendo uma enfermidade que
conduz a imobilidade e a rigidez de coluna, se deu em 1690 na Irlanda. Sua

caracterizacdo como entidade clinica distinta foi feita por Adolfo Strumpell, na



Alemanha em 1884, por Wladimir Von Becheterew na Russia, em 1893, e por Pierre

Marie na Franga, em 1898%.

Durante muito tempo a EA foi chamada de doenca de Von Becheterew e também
Doenca de Marie Strumpell. A expressdao “espondilite reumatdide” também foi
utilizada, pois se pensava tratar de uma forma variante da artrite reumatoide. Contudo,
com a caracteriza¢do da sacroiliite apds o surgimento do exame radioldgico, esta doenga
passou a ser denominada EA. A EA acomete preferencialmente a coluna vertebral. O
quadro clinico se inicia normalmente com perda de peso, fadiga, dor difusa na regido
lombo-sacral com irradiacdo aos gluteos e coxas, rigidez matinal prolongada e

desconforto apos repouso(l4).

Com a evolugdo, a rigidez se acentua pela ossificagdo gradual da camada superficial
do anulo fibroso, fusdo das articulagdes vertebrais, calcificagdo ligamentar axial;
progressivamente se instala alteracdes posturais tipicas como retificagdo da lordose
lombar associada a retroversdo pélvica e atrofia dos musculos da regido. A cifose
toracica se acentua, a cabeg¢a se projeta para frente predispondo a contraturas e
encurtamentos de cadeias musculares que levam o paciente a adotar a postura
espondilitica chamada “postura de esquiador”. A fusdo das articulagdes que envolvem o
torax reduz sua expansibilidade acarretando fraqueza muscular e restringindo a
capacidade respiratoria. A astenia do conjunto de musculos acessdrios da respiracio
leva os pacientes a adotarem a respiracdo diafragmatica. As entesopatias que acometem
as inser¢des do quadriceps na patela e na tuberosidade da tibia bem como a inser¢ao do
triceps sural no calcaneo, além das inser¢des da fascia plantar nos metatarsianos,

. . . .. - . . (15
contribuem para a origem das algias e consequentes limitagdes funcionais'?.



Manifestagdes extra-articulares de graus variaveis sdo observadas em pacientes com
EA e podem influenciar a morbidade e o progndstico comprometendo a qualidade de
vida. Alteragdes como irite, uveite anterior aguda, fibrose pulmonar apical e cavitagéo,
nefropatia por deposito de IgA, amiloidose secundaria, osteoporose, deslocamentos de
vértebras, subluxagdo atlanto-axial e sindrome da cauda equina s3o exemplos de

. ~ . 1,15
manifestacdes extra-articulares''”,

A prevaléncia de EA ¢ varidvel nas diferentes populagdes. Estudos epidemioldgicos
demonstram que a prevaléncia varia de 0,1% a 0,9% em populacdes caucasianas''®,
0,01% a 0,4% em asiaticos!"'® e ¢ rara entre africanos'”. Sua incidéncia é estimada
em 6,3 casos novos por 100.000 habitantes®”. A EA acomete, via de regra, maior
propor¢do de individuos do sexo masculino, portadores do gene HLA-B*27,
preferencialmente entre a segunda e a quarta décadas de vida®"*?. De maneira geral,
entre 1 e 2% dos portadores do gene HLA-B*27 desenvolvem a EA. Entretanto, cerca de
90% dos pacientes com EA caucasianos, portam este gene em seu genoma®". Esta
coincidéncia faz do gene HLA-B*27 o mais importante marcador genético de

suscetibilidade a uma doenga autoimune'®”. A tabela 2 mostra a prevaléncia EA e as

frequéncias do gene HLA-B*27 em diferentes etnias.



Tabela 2. Prevaléncia da espondilite anquilosante e do gene HLA-B*27 em trés etnias.

Etnias Prevaléncia HLA-B*27 em pacientes  HLA-B*27 na populagdo geral

(%) (%)
Africanos Baixa Raro Raro
Caucasianos 0,1 a0,9 80 a 90 2al8
Japoneses 0,01 83 <1

Adaptado de Stolwijk et al. 2015 ©

Estudos realizados em diferentes cidades brasileiras demonstraram frequéncias
do gene HLA-B*27 em pacientes com EA iguais a 82,3% em Sdo Paulo®?, 75% em
Curitiba'® ), 66,6% em Recife(26), 65% em Belo Horizontem), 78% em Campinas(lz) e

61,7% em Sao José do Rio Preto®.

1.2.1 Antigenos Leucocitirios Humanos (HLA) e a espondilite anquilosante (EA)

O HLA ¢ um sistema genético localizado no brago curto do cromossomo 6
(6p21) que controla as respostas imunes adaptativas humoral e celular. Constitui-se de
um grupo de genes altamente polimorficos que codificam antigenos de
histocompatibilidade (glicoproteinas). Os genes HLA s3o agrupados nas classes [ (HLA-
A, HLA-B e HLA-C), 11 (HLA-DRBI, HLA-DOBI e HLA-DPBI) e 1II (genes que
codificam outros fatores imunes)*”. A figura 1 ilustra a organizag¢io dos genes HLA no

cromossomo 6.



Cromossomo 6 q Centromero p

Telomero Telomero

I
‘ Genes | Antigenos Genes Produtos Genes Antigenos
HLA-DRBI | | HLA-DR | ¢ | C4 HIA-A HLA-A
‘HL4-DQBI Ty HLA-DQ  INF-a | TNF-a A8l HLA-B
{ HLA-DPBT | | HLA-DP | 21-OH | {Zl-llidmx”a.‘ie HLA-C HLA-C

Figura 1. Ilustracdo da organizacdo dos genes HLA no cromossomo 6. (Modificado de

Klein & Sato)(m)

A importancia biologica e imune do HLA resulta do fato de seus genes
codificarem glicoproteinas responsaveis pela apresentacdo de antigenos oriundos de
microrganismos aos linfécitos T CD4 e T CD8. Os linfécitos T CD4 e CD8 reconhecem
antigenos ligados ao HLA de classe II e classe I, respectivamente, e assim geram
respostas imunes adaptativas com formagdo de memoéria imune®". Grande numero de
alelos foi identificado nos genes HLA de classe I e II. Esta elevada variabilidade parece
ter implicacdes na eficiéncia das respostas imunes adaptativas e no envolvimento deste
sistema genético altamente polimdrfico com a suscetibilidade e a resisténcia a diferentes

doengas®?.

Foi observado desde os anos 70 que alguns genes HLA elevam a predisposicdo a
doencas autoimunes. Dentre eles, o gene HLA-B*27 foi identificado como o principal

marcador de suscetibilidade a EA®*Y. Varios alelos do gene HLA-B*27 foram

identificados em individuos normais e em pacientes com EA “?. A comprovagio da



elevada variabilidade deste gene tem despertado a atencdo para a investigacdo da

contribuicdo de seus alelos na suscetibilidade a esta doenga.

Alguns estudos demonstraram associacdes entre a EA e os alelos HLA-B*2702,
HLA-B*2704, HLA-B*2705 ¢ HLA-B*2707 em caucasianos >, Entretanto, os alelos
HLA-B*2706 ¢ HLA-B*2709, encontrados no sudoeste da Asia e na Sardenha, Italia,
ndo estdo associados a esta doen(;am; . Um estudo realizado no Estado de S3o Paulo
avaliou os subtipos do gene HLA-B*27 em pacientes com EA®>. Os autores observaram
associagdes positivas com os alelos HLA-B*2702, HLA-B*2704 ¢ HLA-B*2705, e
negativas com os alelos HLA-B*2703 e HLA-B*2707. Estes dados sugerem que a

associagdo entre o gene HLA-B*27 e a EA ¢ influenciada pelo tipo de alelo e pela etnia.

O gene HLA-B*27 ¢ o tnico marcador genético de suscetibilidade conhecido até
0 momento que apresenta forte associagdo com a EA e que predomina na maioria das
popula¢des. Esta associacdo eleva de maneira acentuada o risco relativo, fazendo com
que o antigeno HLA-B27, o produto protéico do gene HLA-B*27, constitua um fator
“quase que necessario” para o desenvolvimento desta doenca em populagdes
caucasianas. Entretanto, os mecanismos pelos quais este gene e seu produto elevam a

suscetibilidade a EA ndo foram elucidados®?.

Diferentes hipdteses foram apresentadas para explicar o papel bioldgico do antigeno
HLA-B27 na génese desta doenca. Segundo a hipotese do peptideo artritogénico,
peptideos bacterianos ou virais ligados ao antigeno HLA-B27, quando apresentados aos
linfécitos T CD8, mimetizam componentes proprios que sao reconhecidos pelos

receptores de antigenos destas células, determinando respostas imunes de



autoagressao™. A hipétese do mimetismo molecular propde que epitopos de origem
bacteriana mimetizam regides do antigeno HLA-B27, levando ao reconhecimento desta
molécula pelos linfocitos T CD8 como componente estranho. O reconhecimento do
antigeno HLA-B27 por linfocitos T CD4 ao invés de linfocitos T CD8 € apontado como
um possivel mecanismo indutor de resposta autoimune. Finalmente, o desenvolvimento
de respostas inflamatorias ndo dependentes da apresentacdo de antigenos aos linfocitos
T CD4 e T CD8, mas com produ¢do acentuada de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a,

IL-1 e IL-6) ¢ apontado como um dos fatores que contribuem para a génese da EA®*??.

1.3 Sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis

A 1dentificacdo de marcadores imunogenéticos em EpAs ¢ de extrema importancia
para a compreensao da epidemiologia, do diagndstico e da fisiopatologia deste grupo de
doengas, mesmo tendo em mente que as diferentes formas de manifestacdo clinica
destas doencas autoimunes sdo influenciadas por multiplos fatores. Embora associacdes
entre o gene HLA-B*27 e estas doengas tenham sido amplamente investigadas, sdo
escassos os estudos correlacionando outros marcadores genéticos ndo ligados ao HLA
(por exemplo, os sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor ¢ Lewis). E possivel que em
pacientes portadores de espondiloartrites, a variabilidade genética resultante dos
sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis seja peculiar, proporcionando niveis
distintos de suscetibilidade ou resisténcia que possam ser associados a heterogeneidade
clinica destas doencas. Além disso, especula-se que interagdes epistaticas entre o gene
HLA-B*27 e os genes ABO, FUT2 (Secretor) e FUT3 (Lewis) contribuam, isoladamente
ou em conjunto, para as espondiloartrites. Portanto, analises combinadas do sistema

HLA com os sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis podem favorecer a
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identificacdo de perfis antigénicos teciduais que possam ser utilizados como marcadores

imunogenéticos.

A expressdo “‘sistema histo-sanguineo” foi inicialmente proposta para o sistema

36 . , . .. . . .
ABO®®, pois embora seus antigenos tenham sido originariamente identificados nos
eritrocitos humanos, sdo amplamente expressos em uma variedade de tecidos e

37 . . .
@7 Entretanto, os sistemas Secretor € Lewis sdo considerados

secrecdes exdcrinas
sistemas histo-sanguineos haja vista apresentarem relagdes génicas, enzimaticas,
bioquimicas e imunes com o sistema ABO. As interagdes epistaticas entre seus genes
contribuem para seu elevado polimorfismo, sua ampla expressdo tecidual, sua

importancia clinica e biologica®®.

O sistema histo-sanguineo ABO permite a classificagdo dos humanos em quatro
grupos: A, B, AB e O. O sistema Secretor, permite a classificagdo em dois grupos:
Secretor e ndo Secretor. Os Secretores, além de expressar os antigenos do sistema ABO
nos eritrocitos, também o fazem em outros tecidos e nas secregdes exocrinas. Por outro
lado, os ndo Secretores expressam os antigenos do sistema ABO apenas nos eritrocitos,
mas ndo em outros tecidos e secregdes exocrinas. O sistema Lewis permite a
classificacdo em trés fendtipos os quais podem ser encontrados nos eritrocitos e em
outros tecidos: Le(at+b-), Le(a-b+) e Le(a-b-)”. A tabela 3 contém as frequéncias dos
fenotipos dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis, seus antigenos,

anticorpos em trés grupos étnicos.

Tabela 3. Fenotipos eritrocitarios, antigenos, anticorpos regulares e frequéncias dos

sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis em trés grupos étnicos.
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Sistemas histo-sanguineos Grupos étnicos

Fenotipos Antigenos Anticorpos Caucasianos  Africanos Asiaticos
ABO

A A Anti-B 40% 30% 28%

B B Anti-A 11% 12% 27%

AB A,B - 4% 5% 5%

0 H Anti-A, anti-B 45% 53% 40%
Secretor

Secretor H,A,B - 80% 85% 95%

Nao Secretor - - 20% 15% 5%
Lewis

Le(atb-) Le? - 22% 23% 1%

Le(a-b+) Le® - 72% 55% 89%

Le(a-b-) - - 6% 22% 10%

Os antigenos dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis ndo sdo
produtos génicos primarios. Estes antigenos sdo sintetizados por glicosiltransferases
codificadas por genes especificos, as quais interagem no processo de sintese e
determinam ampla variabilidade estrutural e expressdo tecidual. Estas enzimas
incorporam, de forma sequencial, unidades de monossacarideos a cadeias
oligossacaridicas precursoras lineares ou ramificadas, criando novas especificidades
antigénicas. Estas caracteristicas imputam a estes sistemas histo-sanguineos, elevada
complexidade nos niveis génico, enzimatico, antigénico e imune®****”. O quadro 1
apresenta os genes, as enzimas € os antigenos expressos pelos sistemas ABO, Secretor e

Lewis.
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Quadro 1. Genes, enzimas e antigenos expressos pelos sistemas histo-sanguineos ABO,

Secretor e Lewis.

Sistemas | Genes | Glicosiltransferases Antigenos
Secretor | FUT2 | a-2-L-Fucosiltransferase (FUTII) H
Lewis | FUT3 | a-3/4-L-Fucosiltransferase (FUTIII) Le?, Le’,
ALe®, BLe"
ABO ABO | a-3-N-Acetil-D-Galactosaminiltransferase (GTA) A
a-3-D-Galactosiltransferase (GTB) B

De acordo com a origem, os antigenos destes sistemas histo-sanguineos s@o
classificados em intrinsecos e extrinsecos. Aqueles do sistema ABO presentes nos
eritrocitos sdo considerados intrinsecos, pois sua expressdo ocorre nas células
precursoras do tecido hematopoiético. Por outro lado, os antigenos dos sistemas ABO,
Secretor e Lewis sdo extrinsecos pois sua expressdo se da no figado, pancreas, rins e
intestino delgado. Estes antigenos sdo transportados de seus locais de sintese para o

plasma e entdio adsorvidos as membranas eritrocitarias'**?.

A sintese dos antigenos dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis ¢
controlada pelas glicosiltransferases codificadas pelos genes FUTI, FUT2, FUT3 e
ABO™. A interagdo entre os genes FUTI e ABO resulta na expressdo dos antigenos
intrinsecos nos tecidos de origem mesodérmica como o hematopoiético e o endotélio
vascular. Assim, de acordo com o tipo sanguineo, os individuos expressam os antigenos
H (grupo 0), A (grupo A) e B (grupo B)*Y). As interagdes entre os genes FUT2, FUT3 ¢

ABO resulta na expressdo dos antigenos extrinsecos nos tecidos de origem endodérmica
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como as mucosas dos tratos gastrintestinal, respiratorio, geniturindrio e secreg¢oes
O 39 ~ . . . ~
exocrinas™. A acdo integrada destes genes determina, nestes locais, a expressdo de

perfis antigénicos distintos daqueles encontrados nos eritrocitos”®.

A agdo das enzimas FUTII, FUTII, GTA e GTB na glicosilagdo dos
oligossacarideos precursores, além de criar novas estruturas antigénicas diversificam as
pré-existentes elevando o grau de variabilidade dos antigenos dos sistemas histo-
sanguineos ABO, Secretor e Lewis. Portanto, o controle genético implicito na expressao
destes antigenos ¢ complexo e depende das interacdes epistaticas e do nivel de
expressdo dos genes FUT2, FUT3 e ABO para criar variabilidade antigénica
tecidual ***>. O quadro 2 ilustra as combina¢des da glicosiltransferases responsaveis
pela variabilidade antigénica tecidual resultante da expressdo dos antigenos que compde

os sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis.

Atualmente, existem fortes evidéncias de que os antigenos dos sistemas histo-
sanguineos ABO, Secretor e Lewis constituem importantes elos nas relagdes que os

seres humanos mantém com microrganismos que colonizam sua superficie corporal,

(46;47)

cavidades e mucosas A natureza das interagcdes entre os parasitos € seus

hospedeiros ¢ complexa, mas também & possivel que os antigenos destes sistemas
representem importantes pecas neste universo de complexidade e sobretudo, nas

. - .. . . . 38
interagdes entre o ser humano e as bactérias que colonizam seu intestino delgado®®?.
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1.3.1 Sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis em espondiloartrite

Héa evidéncias de que bactérias Gram negativas estdo envolvidas na
ctiopatogenia das espondiloartrites“*>?. Paralelamente, a suscetibilidade a infec¢do por
microrganismos ¢ altamente influenciada pela expressdo dos carboidratos que
caracterizam os sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor ¢ Lewis expressos no trato
gastrintestinal®®. A presenca de bactérias intestinais e a expressdo dos antigenos destes
sistemas ocorrem no mesmo 6rgdo e é possivel que estes eventos apresentem relagdes
bioldgicas entre si no sentido de modular a suscetibilidade ou a resisténcia a

espondiloartrites.

A associagdo entre os sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis e as

espondiloartrites foi avaliada em estudos independentes. Em um deles, Stoia e

51)

colaboradores®" ndo encontraram diferencas nas frequéncias dos fen6tipos eritrocitarios

ABO em 183 pacientes com EA e controles. Em outro, Shinebaum e colaboradores®”

51)

confirmaram os relatos de Stoia e colaboradores®” em relacdo ao sistema histo-

sanguineo ABO, mas verificaram que o fendtipo ndo Secretor era predominante em
pacientes com EA. Em face de seus resultados Shinebaum e colaboradores (52)
concluiram que o fendtipo ndo Secretor constitui um importante marcador
imunogenético para esta doenga. Em oposi¢cdo a Shinebaum e colaboradores®?, Pal®?
ndo encontrou diferengas nas frequéncias destes fenotipos na EA. Moller®” também nio

encontrou diferengas estatisticamente significantes nas frequéncias do antigeno Le® em

pacientes com EA, comparados a controles.
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Embora sejam relevantes pelo pioneirismo, os resultados destes estudos sdo
parciais e inconclusivos. Estes autores utilizaram apenas testes de hemaglutina¢do para
identificar os antigenos intrinsecos do sistema ABO. Para os sistemas Secretor e Lewis
utilizaram testes de inibi¢do da hemaglutinagdo em amostras de saliva. Embora estes
testes sejam amplamente difundidos, apresentam limitagdes uma vez que a expressiao
dos antigenos extrinsecos dos sistemas ABO, Secretor e Lewis é complexa e requer a
combinagdo de métodos soroldgicos e moleculares para a identificacdo do verdadeiro

perfil antigénico tecidual resultante da expressdo conjunta destes sistemas*.

O objetivo desta tese foi testar a hipotese de que os antigenos dos sistemas histo-
sanguineos ABO, Secretor e Lewis estdo associados a espondiloartrites, especialmente a
EA. Um objetivo adicional foi verificar se os antigenos destes sistemas se distribuem de
maneira diferente entre pacientes e controles HLA-B*27 positivos e negativos e de

acordo com 0 Sexo.
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2. Material e Métodos

2.1 Aspectos éticos do estudo

Este estudo recebeu aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da FAMERP
(Parecer n° 055/2011), com dispensa do termo de consentimento livre e esclarecido,
pois foram utilizadas amostras de sangue colhidas para a realizacdio de exames
rotineiros de identificagdo do gene HLA-B*27. Nao houve necessidade de se coletar

novas amostras de sangue dos pacientes selecionados.

2.2 Selecdo dos pacientes e controles

No periodo de junho de 2007 a junho de 2015, 394 pacientes com suspeita
clinica de EpA foram encaminhados rotineiramente ao Laboratério de Imunogenética
Molecular do Hemocentro de S3o José do Rio Preto para investigacdo do gene HLA-
B*27. Deste total, 119 pacientes que tiveram o diagnostico de EpA confirmado pelo
Ambulatério de Reumatologia da Fundagdo Faculdade de Medicina de Sao José do Rio
Preto — FUNFARME, de acordo com os critérios do Assessment of SpondyloArthritis
international Society (ASAS), foram selecionados. As informagdes clinicas obtidas a
partir dos prontudrios médicos dos pacientes compreenderam: género, idade, idade de
inicio dos sintomas. O segundo grupo foi composto de 275 pacientes também avaliados
pelo Ambulatorio de Reumatologia da Fundagio Faculdade de Medicina de Sao José do

Rio Preto - FUNFARME, mas que ndo tiveram diagnostico confirmado de EpA.
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Todos os pacientes sem diagndstico confirmado de EpA foram avaliados pela mesma
equipe médica e incluidos como controles uma vez que ndo preencheram os critérios de

diagndstico do ASAS.

2.3 Diagndstico clinico das EpAs

O diagndstico clinico das EpA foi realizado pelos médicos colaboradores deste
estudo, que atendem aos pacientes no Ambulatério de Reumatologia da Fundacdo
Faculdade de Medicina de S@o José do Rio Preto — FUNFARME. De acordo com os
critérios ASAS foram considerados portadores de EpAs, pacientes com sacroiliite
observada em exames de imagem e pelo menos uma das seguintes caracteristicas:
lombalgia inflamatoria, artrite, entesite, uveite, dactilite, psoriase, doen¢a de Crohn ou
retocolite ulcerativa, boa resposta a anti-inflamatdrios ndo esteroidais, historia familiar,
gene HLA-B*27 e proteina C reativa elevada. O ASAS também considera como critério
de diagnostico a presenga do gene HLA-B*27 e no minimo duas das caracteristicas

acima referidas.

2.4 Coleta de sangue

Uma amostra de cinco mL de sangue periférico em tubos a vacuo com EDTA foi
colhido por puncdo venosa de cada individuo para identificacio dos fenotipos
eritrocitarios ABO, Secretor e Lewis e para extracdo do DNA gendémico, com o uso de

kits comerciais (Purelink, Invitrogen).
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2.4.1 Ildentificagdo dos fenotipos eritrocitarios ABO

A 1identifica¢do dos fenotipos eritrocitarios ABO foi realizada pelo método de
hemaglutinagcdo em tubos (direta e reversa). Para a fenotipagem direta foi adicionada
uma gota de suspensdo de hemacias a 5% (preparada em solugdo isotonica) a trés tubos
devidamente identificados, contendo respectivamente uma gota dos anti-soros anti-A,
anti-B e anti-A,B, cada. A fenotipagem reversa ocorreu pela adicdo de uma gota de
hemacias padrdo A e B a dois tubos devidamente identificados contendo duas gotas do
plasma, cada. Para ambas as fenotipagens os tubos foram centrifugados a 1.500 rpm por
cerca de 1 minuto. Os resultados foram marcados em graus de aglutinagdo (0, 1+, 2+,
3+ e 4+) e os métodos (direta e reversa) foram absolutamente complementares e
concordantes. Assim foram identificados os fendtipos A, B, AB e O, segundo o
protocolo de Mattos e colaboradores®”. A figura 2 ilustra o resultado das fenotipagens

direta e reversa do sistema histo-sanguineo ABO.

,‘-5‘5
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Fenotipo A : Fenotipo O

Figura 2. Ilustracdo das fenotipagens direta e reversa do sistema histo-sanguineo ABO

mostrando o tipo A a esquerda e o tipo O a direita.
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2.4.2 Identificacdo dos fendtipos eritrocitdrios Lewis

A identificagdo dos fenotipos eritrocitarios Lewis foi realizada pelo método de
hemaglutinagdo em colunas de gel centrifugacdo da DiaMed, as quais contém os
anticorpos anti-Le® e anti-Le”. Conforme as instrugdes do fabricante foi preparada uma
suspensdo de hemacias a 3% com o diluente 1. Desta suspensdo 12 pl foi adicionado as
colunas de gel e centrifugados por 15 minutos a 1.000 rpm. Os resultados foram
marcados em graus de aglutinagdo (0, 1+, 2+, 3+ ¢ 4+), identificando se assim os
fenotipos Le(atb-), Le(a-b+) e Le(a-b-). Este protocolo foi validado por Previato e
colaboradores®®. A figura 3 ilustra o resultado das fenotipagens do sistema histo-

sanguineo Lewis.

-
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Figura 3. Ilustracdo da fenotipagem do sistema histo-sanguineo Lewis com os anti-
soros anti-Le® (esquerda) e anti-Le (direita), cujos resultados permitem identificar os

fenotipos Le(at+b-), Le(a-b+) e Le(a-b-).
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2.4.3 Ildentificagdo dos fenotipos Secretor e ndo Secretor

A identificagdo dos fenotipos Secretor e ndo Secretor foram inicialmente
inferidas a partir da fenotipagem eritrocitaria Lewis. Os individuos Le(a-b+) foram
considerados “Secretores” enquanto os Le(a+b-) foram considerados “ndo Secretores”
(Figura 3). Naqueles portadores do fenotipo Le(a-b-), a identificagdo do fendtipo
secretor ou ndo secretor foi realizada por meio da identificagdo da mutacdo G428A do

7 Como estes

gene FUT2, conforme protocolo de Svensson e colaboradores
individuos ndo possuem a enzima FUTIII funcional devido a muta¢des que inativam o

~ ; b
gene FUT3, ndo expressam os antigenos Le® ¢ Le”.

2.4.4 Extragdo do DNA genémico humano

O DNA gendmico foi extraido com o uso de kit comercial para extragdo por
coluna de silica (PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen), a partir de 200 pL
de sangue total colhido com EDTA. O protocolo do fabricante foi rigorosamente

obedecido.

2.4.5 Avaliagdo da qualidade do DNA genémico humano

Utilizou-se o0 método de eletroforese em gel de agarose para avaliar a qualidade
das amostras de DNA gendmico, com a finalidade de conhecer sua integridade e o nivel
relativo de aparente degradacdo. O gel foi preparado com agarose ultrapura na
concentracdo de 2% (Invitrogen), dissolvida em tampao TBE 1X e corado com brometo

de etidio (10mg / mL, Invitrogen). Na primeira canaleta foram aplicados 2 pl do
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marcador de 100 pares de bases (100 pb DNA - Ladder, Invitrogen). Nas demais,
aplicou-se 5 ul de DNA gendmico adicionado a 2 pl de azul de bromofenol. A corrida
eletroforética foi realizada em uma cuba horizontal (Thermo scientific — OWL

EasycastTM B2) por quarenta minutos a 100 volts (Major Science — Minis-300).

2.4.6 Ildentificagdo do gene HLA-B*27

O gene HLA-B*27 foi identificado com o uso de kits comerciais (Dynal ReliTM
SSO HLA-B Typing Kit, Invitrogen). As recomendag¢des do fabricante foram
rigorosamente obedecidas.

(http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/IFU%20840.01%20Rev%20014.pdf)

2.4.7 Identificacao da substituicao G428A do gene FUT2

A identificacdo da substituicdo G428A do gene FUT? foi realizada com o uso do
método de PCR-RFLP, de acordo com o protocolo de Svensson e colaboradores®” e
adaptacdes feitas por Branddo-de-Mattos e colaboradores®. Para cada amostra de
DNA gendmico foi realizada uma reacdo de amplificacdo génica com volume final de
25 ul, nas seguintes condigdes: 17,0 pL de agua MilliQ, 2,5 uL de 10X PCR Buffer
Minus Mg++ (200 mM TRIS-HCL, 500 mM KCl, Invitrogen), 1,5 pL. de MgCI2 (50
mM MgCl2, Invitrogen), 1,0 pL de dNTP (100 mM de cada dNTP [dATP, dTTP,
dCTP, dGTP], Invitrogen), 0,4 pL de primer FUT2-G428A-9802s Sense (20 pM; 5’ -
GCC TTT CTC CTT TCC CAT GGC CCA C - 3°), 0,4 pL de primer FUT2-G428A-

9803as Anti-sense (20 pM; 5’ - TCA AAG GAC GGG CCA GCA TTA GTG C - 37)

(Integrated DNA Technologies) 0,2 pL. de Taqg DNA polimerase (5U/ul, Invitrogen) e
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2,0 uL de DNA gendmico (100 a 125 ng). Como controle interno de contaminagao, foi
realizado para cada mix, um tubo de reagdo sem adi¢gdo de DNA gendmico (branco). As
condi¢des de amplificagdo foram 94°C 2 minutos, 5 ciclos de 94°C 30 segundos, 68°C
30 segundos e 72°C 30 segundos e 25 ciclos de 94°C 30 segundos, 64°C 30 segundos ¢
72°C 45 segundos, permanecendo em 4°C infinito. O fragmento amplificado contendo
1033 pb foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com brometo de

etidio.

Uma aliquota de 15,0 pl do produto de PCR foi digerida a 37°C com 2,5 ul de
agua Milliq, 2,0 pl de tampdo da enzima (10x Fast Digest Green Buffer— Fermentas) e
0,5 pl de Fast Digest Ava II (Fermentas) por 30 minutos. Os fragmentos foram
observados em gel de agarose (Invitrogen) a 1,2% corado com brometo de etidio, a
corrida eletroforética foi por 2 horas a 90 volts. O produto de PCR referente ao gendtipo
GG foi clivado em quatro fragmentos: 459, 295, 149 e 130 pb, o genétipo GA foi
clivado em cinco fragmentos: 459, 425, 295, 149 ¢ 130 pb e o gendtipo 44 foi clivado
em trés fragmentos: 459, 425 e 149 pb. A figura 4 ilustra o perfil eletroforético do

fragmento de 1033 pb do exon 2 do gene FUT?2 apo6s digestdo com a enzima Ava Il.
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Figura 4. Perfil eletroforético do fragmento de 1033 pb do exon 2 do gene FUT2, apos

digestdo com a enzima Ava II.

2.5 Anadlise estatistica

O teste exato de Fisher e o qui-quadrado (y%2) foram utilizados para comparar as
proporgdes entre os pacientes e controles. O teste t foi utilizado para comparar as
médias de idade entre pacientes e controles. Os valores de Odds Ratio (OR) e intervalo
de confianca (IC) a 95% também foram calculados. O valor p igual ou menor que 0,05
foi considerado significante. Todas as analises foram realizadas com o uso do software

GraphPad Instat versdo 3.06.
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3. Resultados

Os dados demograficos dos 394 pacientes selecionados neste estudo (119
pacientes; 275 controles) sdo apresentados a seguir. A tabela 4 contém os valores para
média de idade, desvio-padrdo, minimo, maximo ¢ mediana bem como a distribui¢do da
casuistica de acordo com o género. A tabela 5 mostra as frequéncias das EpAs de
acordo com o género. A tabela 6 mostra os valores para médias de idade e médias de

idade de inicio dos sintomas de 119 pacientes com EpAs.

Tabela 4. Médias de idade, desvio-padrio, minimo, maximo, mediana e género de
pacientes com espondiloartrites e controles sem espondiloartrites.

Pacientes (n =119) Controles (n =275)

Média de idade += DP* 472 +11,5 42,1 £12,7

Minimo 17 19

Méximo 77 59

Mediana 46 43
Género** N % N %

Masculino 91 76,5 175 63,6

Feminino 28 23,5 100 36,4

*p = 0,0002, calculado com o uso do test t; **y2 com correcdo de Yates: 5.666;
OR: 1.857;1C: 1.138 —3.031; p = 0.013.
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Tabela 5. Frequéncias das espondiloartrites em 119 pacientes, de acordo com o género.

Espondiloartrites Géneros*
Masculino Feminino

n % N %
Espondilite Anquilosante (n = 85) 66 72,5 19 67,8
Espondiloartrite Psoridsica (n = 15) 11 12,0 4 14,3
Espondiloartrite Enteropatica (n = 11) 10 10,9 1 3,6
Espondiloartrite Indiferenciada (n = 7) 4 4,4 3 10,7
Espondiloartrite Reativa (n = 1) 0 0,0 1 3,6
Total (n=119) 91 100,0 28 100,0

* Relacdo de frequéncia entre os géneros masculino e feminino: 3,25.

Tabela 6. Valores para médias de idade e médias de idade de inicio dos sintomas de

119 pacientes com espondiloartrites.

Médias de Idade Masculinos (n =91) Femininos (n = 28) p*

Idade dos pacientes

M¢édia + DP* 47,5+11.9 46,1 £10.5 0.606

Minimo 17 17

Maximo 77 64

Mediana 44 48
Idade de inicio dos sintomas

Média + DP 38,5+11,3 37,8+ 13,7 0.795

Minimo 11 11

Méximo 68 59

Mediana 38 39

*DP: Desvio-padrao; *Calculado com o uso do test t.
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A tabela 7 apresenta as frequéncias dos fendtipos dos sistemas histo-sanguineos
ABO, Secretor ¢ Lewis em pacientes e controles sem EpAs. A tabela 8 contém as
frequéncias dos perfis antigénicos resultantes da expressdo dos genes ABO, FUT2 e
FUT3 em pacientes com EpAs e controles sem doenga. A tabela 9 contém as
frequéncias dos perfis antigénicos resultantes da expressdo dos genes ABO, FUT2 ¢

FUT3 em pacientes com EA e controles sem doenca.

Tabela 7. Frequéncias dos fendtipos dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e

Lewis em pacientes e controles sem espondiloartrites.

Fenotipos Pacientes Controles OR IC 95% p*
ABO N % N %
A 51 42,8 112 40,7 1.092 0.706 — 1.678 0.738
B 6 5,0 22 8,0 0.610 0.240 — 1.547 0.393
AB 4 3.4 10 3,7 0921 0.283 —3.001 1.000
O 58 48,8 131 47,6 1.045 0.679 — 1.607 0.912
Secretor
Secretor 94 79,0 214 77,8 1.072 0.634 —1.812 0,894
N3do secretor 25 21,0 61 22,2
Lewis
Le(at+b-) 22 18,5 47 17,1  1.100 0.628 — 1.925 0.773
Le(a-b+) 80 67,2 165 60,0 1.368 0.867 —2.150 0.212
Le(a-b-) 17 143 63 229 0.763 0.444 -1.312 0.056
Total (n =394) 119 30,2 275 69,8

*Calculado com o uso do teste exato de Fisher.
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Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre as

frequéncias gerais dos fenotipos eritrocitirios ABO (y*: 1.152; p = 0.764; Graus de

Liberdade: 3), Secretor (x*: 0.779; p = 0,377; Graus de Liberdade: 1) e Lewis (x*: 1.853;

p =0.396; Graus de Liberdade: 2) entre pacientes e controles.

Tabela 8. Perfis antigénicos resultantes da expressdo dos genes ABO, FUT2 (SE) e

FUT3 (LE) em pacientes com espondiloartrites e controles sem doenca.

ABO SE LE PA Pacientes Controles OR IC 95% p*
A P P ALe" 35 29,4 67 244 1294  0.799-2.093 0.317
N A 6 5,0 26 94 0508 0203-1270 0.163
B B B BLe" 6 5,0 11 4,0 1274 0.459-3.531 0.600
N B 0 0,0 5 1,8 0205 0.011-3.754 0.328
AB P P  ALe"+BLe" 3 2,5 5 1,8 1397 0.328-5.943 0.702
N A+B 1 0,8 2 0,7 1.000 0.103-12.889 1.000
(0) P P Le 38 31,9 84 30,5 1.067 0.671-1.695 0.812
N H 7 59 28 10,2 0.551 0.233-1.300 0.183
A+B+O N P Le* 22 18,5 44 16,0 1.500 0.147-15.277 1.000
N (0)3 1 0,8 3 1,1 0325 0.016-6.361 0.556

Total 119 100,0 275  100,0

P = Positivo; N = Negativo; PA = Perfil Antigénico; OP = Oligossacarideo Precursor;
OR = Odds Ratio; IC = Intervalo de Confianca; *Calculado com o uso do teste exato de

Fisher.
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FUT3 (LE) em pacientes com espondilite anquilosante e controles sem esta doenca.
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ABO SE LE PA Pacientes-EA Controles OR IC 95% p*
A P P ALe’ 20 23,5 67 244 0955 0.531-1.692 1.000
N A 6 7,0 26 94 0727 0.288-1.831 0.662
B P P BLe" 3 3,5 11 4,0 0.878 0.239-3,224  1.000
N B 0 0,0 5 1,8 0287 0.015-5258  0.595
AB P P  ALe™BLe" 3 3,5 5 1,8 1976  0.462-8.447  0.399
N A+B 1 1,2 2 0,7 1.625 0.145-18.156 0.555
(0) P P Le 22 25,8 84 30,5 0.794  0.458-1.375 0.492
N H 8 9,4 28 10,2 0916  0.401-2.095 1.000
A+B+O N P Le* 22 25,9 44 16,0 1.833  1.025-3.284 0,053
N OP 0 0,0 3 1,1 0455 0.023-8.909 1.000

Total 85 100,0 275  100,0

P = Positivo; N = Negativo; PA = Perfil Antigénico; OP = Oligossacarideo Precursor;
OR = Odds Ratio; IC = Intervalo de Confianga; *Calculado com o uso do teste exato de

Fisher.

A tabela 10 contém as frequéncias do antigeno Le* em pacientes com EA e

controles sem espondilite, de acordo com a presenca e auséncia do gene HLA-B*27. A

tabela 11 contém as frequéncias do antigeno Le” em pacientes masculinos e femininos

com EA, HLA-B*27 positivos e negativos.
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Tabela 10. Frequéncias do antigeno Lewis a (Le") em pacientes e controles com

espondilite anquilosante HLA-B*27 positivos e negativos.

Pacientes (EA)* Controles**
B*27(-)* B*27(+)** B*27(-)* B*27(+)**
n % n % n % n %
Le* 12 46,2 10 16,9 42 16,1 2 14,3

Outros 14 53,8 49 83,1 219 83,9 12 85,7

Total 26 30,6 59 69,4 261 94,9 14 51

*Pacientes HLA-B*27(-) versus Controles HLA-B*27(-): OR: 4.469; I1C 95%: 1.931
— 10.342; p = 0,0007; **Pacientes HLA-B*27(+) versus Controles HLA-B*27(+):
OR: 1.224; IC 95%: 0.236 — 6.342; p = 1.000; */**Pacientes HLA-B*27(-) versus

Pacientes HLA-B*27(+): OR: 4.200; IC 95%: 1.502 — 11.746; p = 0.007.

A frequéncia do gene HLA-B*27 foi maior em pacientes com EA (69,4%) que
em controles (5,1%) (OR: 42.305; IC 95%: 20.827 — 85.834; p < 0,0001) (Tabela 10). A
frequéncia do gene HLA-B*27 foi maior em pacientes do sexo masculino (80,3%) que
do sexo feminino (31,6%) (OR: 8.833; IC 95%: 2.819 — 27.677; p = 0,0001) (Tabela

11).
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Tabela 11. Frequéncias do antigeno Le® em pacientes masculinos e femininos com

espondilite anquilosante, HLA-B*27 positivos e negativos.

Masculinos Femininos
B*27(-)* B*27(+)** B*27(-)* B*27(+)**
n % n % % n %
Le* 8 61,5 10 18,9 30,8 0 0,0
Outros 5 38,5 43 81,1 69,2 6 100,0
Total 13 19,7 53 80,3 68,4 6 31,6

*Pacientes Masculinos HLA-B*27(-) versus Pacientes Femininos HLA-B*27(-): OR:

1.867; 1C 95%: 0.831 — 4.191; p = 0.237; *Pacientes Masculinos HLA-B*27(+) versus

Pacientes Femininos HLA-B*27(+): OR: 3.138; IC 95%: 0.163 — 60.257; p = 0,576;

*Pacientes Masculinos HLA-B*27(-) versus Pacientes Masculinos HLA-B*27(+): OR:

6.880; IC 95%: 1.852 — 25.564; p = 0.004; *Pacientes Femininos HLA-B*27(-) versus

Pacientes Femininos HLA-B*27(+): OR: 6.158; IC 95%: 0.280 — 135.080; p = 0.255
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4. Discussio

A relevancia cientifica deste estudo fundamentou-se em algumas reflexdes feitas
acerca das condigdes multifatoriais conhecidas e que estdo potencialmente envolvidas
na génese das doencgas que pertencem ao grupo das EpAs. A proposi¢do que genes nio
pertencentes ao complexo principal de histocompatibilidade humano atuam como
potenciais fatores de risco para EpAs, especialmente em individuos HLA-B*27
negativos”” é desafiadora, haja vista estas doengas apresentarem forte associa¢do com o
gene HLA-B*27?. Destaca-se ainda a proposi¢do de que a presenca de receptores para
microrganismos “artritogénicos” no intestino favorece desenvolvimento da EA". Alia-
se a estas proposi¢des o conhecimento prévio de que o trato gastrintestinal colonizado
por grande numero de microrganismos mutualisticos, comensais e patogénicos'®.
Ressalta-se ainda que os sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis expressam

grande variabilidade de antigenos no trato gastrintestinal®®

e que alguns dos antigenos
deste sistemas sdo receptores para microrganismos pa‘togénicos(63 ). Ao refletir sobre as
potenciais relagdes que este conjunto de eventos bioldgicos pode apresentar entre si,
haja vista ocorrerem no trato gastrintestinal, optamos por verificar se os perfis

antigénicos resultantes da expressdo dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e

Lewis estdo associados as doengas do grupo das EpAs.

O desenvolvimento deste estudo compreendeu a selecdo de 394 individuos com
suspeita clinica de EpA. Destes, 119 tiveram esta condi¢do de portadores de EpA
confirmada de acordo com os critérios estabelecidos pelo ASAS e foram considerados
“pacientes”. Os 275 restantes que ndo tiveram sua condi¢do de portadores de EpA
confirmada pelos critérios acima referidos foram considerados “controles”. O uso deste

ultimo grupo como “controle” foi adotado haja vista todos terem sido avaliados pela
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mesma equipe clinica, obedecendo os mesmos critérios para inclusdo como “pacientes”

ou “controles”.

Ao compararmos a diferenca entre as médias de idade dos pacientes e controles,
verificamos que a mesma foi estatisticamente significante. Esta diferenca pode ser
resultante do fato de que muitos pacientes acometidos ja se encontravam em tratamento
e acompanhamento no Ambulatério de Reumatologia do Hospital de Base de Sao José
do Rio Preto quando se iniciou o trabalho de identificacdo do gene HLA-B*27, no ano
de 2007. Por outro lado, os controles, quando da manifestagdo dos primeiros sintomas
foram encaminhados para investiga¢do do gene HLA-B*27. Contudo, ao ndo terem sua
condic¢do de portador de EpA confirmada deixaram de comparecer ao Ambulatdrio para
acompanhamento. E possivel que os sintomas iniciais apresentados por este grupo de
individuos mais jovens ndo tenham se mantido ao longo do tempo e, portanto, ndo
tiveram sua condi¢do de portadores de EpA confirmada. As andlises referentes a média
de idade dos pacientes também ndo mostraram diferencas estatisticamente significantes

quando as comparagdes compreenderam os géneros masculino e feminino.

Os resultados deste estudo mostraram que mais de trés quartos dos pacientes e
aproximadamente dois ter¢os dos controles eram masculinos. Estas diferencas reforcam
a forte associa¢do das EpA com o género masculino e sdo concordantes com os relatos
do grupo Registro Ibero-americano de Espondiloartrites (RESPONDIA), para a
casuistica brasileira'”. Este grupo relatou predomindncia do sexo masculino entre
pacientes com EpAs ndo apenas no Brasil, mas também em varios paises da América

Latina incluindo Portugal e Espanha.
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Nossos resultados mostraram que a frequéncia do gene HLA-B*27 foi maior em
pacientes, especialmente nos portadores de EA, que em controles. Este gene também
predominou em pacientes com EA masculinos em relacdo aos femininos. Estes dados
ndo sdo surpreendentes e corroboram aqueles publicados nas ultimas décadas e
revisados por Khan®. Contudo, a maneira pela qual este gene atua na etiopatogénese

(22:23)

das EpAs ¢ objeto de muita discussdo e apesar das hipoteses apresentadas , ainda

carece de maiores esclarecimentos.

O gene HLA-B*27, pertencente ao complexo principal de histocompatibilidade
humano também denominado HLA (Human Leucocyte Antigens), ¢ reconhecido como
0 mais importante marcador de risco para EpA, especialmente a EA©®¥%_ Contudo, tem
sido sugerido que outros genes ndo pertencentes a este complexo podem atuar como
potenciais fatores de risco para EpAs, especialmente em individuos HLA-B*27
negativo(sg). Esta ultima proposicdo nos estimulou a investigar se existem associagdes
entre as EpAs e os antigenos dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis.
Neste contexto, observamos que dois eventos aparentemente independentes - o
envolvimento de microrganismos na génese das EpAs e a expressdo dos antigenos
destes sistemas - ocorrem no trato gastrintestinal. Portanto, ¢ razoavel ponderar se
ambos apresentam ou ndo relagdes entre si e com a génese das doengas do grupo das

EpAs.

Proposigdes de que bactérias Gram negativas estdo envolvidas na etiopatogenia

das EpAs foram apresentadas nos ultimos anos**"

. Ha demonstragdes de que a
bactéria Klebsiella pneumoniae pode atuar com um “gatilho” desencadeador de EA

devido ao mimetismo molecular entre seus antigenos e antigenos proprios (SELF)
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expressos nos tecidos dos pacientes®”. Estas proposi¢des encontram fundamento em
estudos experimentais que demonstraram que modelos murinos mantidos em condig¢des
livres de microrganismos intestinais ndo desenvolvem entesopatia anquilosante e
doenca articular espontanea®®. Por outro lado, foi observado que a recolonizagdo com
cepas de bactérias comensais intestinais induzem o aparecimento da entesopatia
anquilosante em murinos machos da linhagem B10.BR portadores do haplétipo H-2(k),

o qual corresponde ao HLA®Y.

Se o papel bioldgico do gene HLA-B*27 na etiopatogénese das EpA e da EA
ainda ¢ obscuro, menos ainda ¢ conhecido sobre a potencial participagdo dos antigenos
dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis neste grupo de doengas. Em um
estudo conduzido na década de 80, Shinebaum e colaboradores®” relataram que o
sistema Secretor constitui um importante fator genético de risco para a EA. Em outro
artigo de revisdo, este mesmo grupo propds que os antigenos expressos no intestino
humano sob controle do sistema Secretor podem ter papel relevante na interagdo inicial
entre bactérias intestinais e o epitélio intestinal humano, atuando como fator permissivo

para a EA®,

Os antigenos que pertencem aos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e
Lewis sdo expressos na forma de oligossacarideos sob controle das enzimas GTA e
GTB do sistema ABO, em combinagdo com as enzimas FUTII e FUTIII dos sistemas
Secretor e Lewis, respectivamente®”. A expressdo dos antigenos destes sistemas ocorre
em varios tecidos que ndo o hematopoiético e o trato gastrintestinal ¢ um dos locais em

. . , ~ . .y ’ 38
que se verifica maior nivel de expressio e de variabilidade destas moléculas®®. Este
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trato € colonizado por grande nimero de microrganismos que mantém relacdes

;- . R 2
mutualisticas, comensais e eventualmente parasitérias com o ser humano'®?.

Nossos dados demonstraram que as frequéncias dos quatro fendtipos ABO, dos
dois Secretores e dos trés Lewis ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significantes entre pacientes e controles, quando analisadas separadamente. Estes

~ - . 51
resultados sdo concordantes com os relatos prévios de Stoia e colaboradores®”

0s quais
ndo encontraram diferencas nas frequéncias dos fendtipos eritrocitdrios ABO em um
coorte composta de 701 pacientes com diagndstico clinico e laboratorial de artrite

reumatoide, 183 com EA e 570 com doenga articular degenerativa. Ressalta-se que estes

autores ndo avaliaram os sistemas Secretor € Lewis.

Os dados deste estudo também sdo concordantes, pelo menos em parte, com

52)

aqueles previamente relatados por Shinebaum e colaboradores®® os quais também néo

encontraram evidéncias de associagdo entre as diferentes EpAs e o sistema histo-

sanguineo ABO. Estes autores ampliaram o estudo de Stoia e colaboradores®”

e
incluiram em suas andlises o sistema Secretor. Demonstraram que o fenotipo nao
Secretor esta associado ao maior risco de EpAs, especialmente a EA.

Os resultados destes estudos prévios ©'?

se revestem de importancia pelo
pioneirismo e sdo corroborados pelos dados relatados neste estudo no que se refere ao
sistema histo-sanguineo ABO. Contudo, seus resultados permanecem inconclusivos e
podem ser questionados, haja vista ndo terem avaliados os sistemas histo-sanguineo

ABO, Secretor e Lewis de forma integrada. A expressdo integrada dos antigenos destes

sistemas cria diferentes perfis antigénicos teciduais os quais resultam da presenca,
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auséncia ou combinacdo das glicosiltranferases responsaveis pela sintese destes

antigenos(38).

Com o objetivo de verificar se um ou mais perfis antigénicos dos sistemas histo-
sanguineos ABO, Secretor e Lewis estdo associados as EpAs comparamos pacientes e
controles, independente do tipo de doenca. Contudo, os resultados ndo mostraram
diferengas estatisticamente significantes. Estas observa¢des sdo concordantes com
aqueles relatados por Smith e colaboradores’”. Estes autores reavaliaram parte da

casuistica analisada por Shinebaum e colaboradores®”

e concluiram que problemas
metodologicos possivelmente contribuiram para as divergéncias observadas entre o

estudo de 1987 e de 1997.

No primeiro estudo, Shinebaum e colaboradores®” utilizaram um ensaio de
inibicdo de hemaglutinagdo em amostras de saliva e verificaram que o fendtipo nio
Secretor estava presente em 49% dos pacientes e em 27% dos controles. Utilizando um
ensaio de inibi¢do de hemaglutinacdo e outro baseado em método imunoenzimatico
(ELISA), Smith e colaboradores'’” reavaliaram 43 pacientes do estudo de Shinebaum e

colaboradores®?

e verificaram que a frequéncia do fenotipo Secretor foi igual a 28% em
pacientes e controles. A diferenga observada entre estes dois estudos pode ter sido
influenciada pelos métodos escolhidos pelos autores para as andlises dos fenotipos
Secretor e ndo Secretor. Smith e colaboradores’” sugerem cuidados na coleta e no
manuseio das amostras de saliva bem como a combinacdo de métodos acurados &
crucial para a acurada identificacdo dos fendtipos Secretor e ndo Secretor. Estas

53)

proposi¢des também foram apresentadas por Pal e colaboradores®™ os quais também

ndo encontraram associagao entre o fenotipo ndo Secretor e EA.
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Ressaltamos que os métodos utilizados na caracterizagdo dos fenotipos Secretor
e ndo Secretor utilizados neste estudo sdo diferentes daqueles explorados por

79 ¢ Pal e colaboradores®®. A

Shinebaum e colaboradores(sz), Smith e colaboradores
afericdo do fenotipo Secretor nos 119 pacientes e 275 controles selecionados para este
estudo foi feita com o uso de hemaglutina¢do em colunas de gel combinado com analise
molecular do gene FUT2 por PCR-RFLP. Este gene expressa a enzima FUTII
responsavel pela sintese dos antigenos dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor ¢

Lewis nas secre¢des exdcrinas, incluindo aquelas que compdem o muco produzido pelo

trato gastrintestinal®*~".

Salientamos que ¢ possivel, por um lado, os perfis antigénicos dos sistemas
histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis ndo mostrem efeitos na suscetibilidade a estas
doengas quando agrupadas como uma entidade clinica Unica. Por outro lado, a
associacdo de uma EpAs em particular (EA, por exemplo), com um perfil antigénico
especifico pode ser revelada quando as comparagdes entre pacientes e controles nao sao
realizadas de forma conjunta.

E consenso que os diferentes perfis antigénicos atuam como potenciais
receptores para microrganismos que habitam o trato gastrintestinal e que favorecem o
desenvolvimento de reacdes inflamatdérias que podem evoluir para as doencas
especificas®™. Contudo, ndo se pode descartar a importincia destes antigenos como
possiveis “facilitadores” de infecc¢do, inclusive nas doengas pertencentes ao grupo das

EpAs, sobretudo pela proximidade do intestino, um local de elevada expressdao dos
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antigenos dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis, com as articulagdes

o . ~ . 1
sacroiliacas as quais sdo comumente acometidas em portadores de EpAs(7 ),

Diante da proposi¢do de que genes ndo pertencentes ao complexo principal de
histocompatibilidade humano podem atuar como potenciais fatores de risco para a
EA®?), avaliamos se os perfis antigénicos dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor
e Lewis estdo associado aos maior risco para esta doenca. Ressalta-se que dos 119
pacientes que compuseram nossa casuistica, 85 eram portadores de EA. As andlises
estatisticas empregadas demonstraram que o antigeno Le® é mais comum em pacientes
que em controles, revelando uma possivel tendéncia de associagdo, haja vista o valor p
(0.053) encontrar-se no limite de significAncia. Ao analisarmos a frequéncia do antigeno
Le” na EA, estratificada de acordo com a presenga ou auséncia do gene HLA-B*27,
observamos que o mesmo ocorre com maior frequéncia em pacientes que em controles,
ambos HLA-B*27 negativos (p=0,0007). Anélises adicionais demonstraram que o
antigeno Le" estda associado a EA nos pacientes HLA-B*27 negativos do género
masculino, mas ndo naqueles do género feminino. Portanto, nossos dados sugerem que
o antigeno Le” estd associado a EA na auséncia do gene HLA-B*27.

2 & em cerca de

O antigeno Le” esta presente em 22% dos caucasianos europeus
18% dos brasileiros”. Este antigeno é expresso sob controle da enzima FUTII em
individuos que ndo possuem a enzima FUTII e é encontrado em qualquer um dos quatro
fendtipos ABO®”). Ressalta-se que a presenca de Le® nas secregdes exocrinas &
fortemente relacionada ao fendtipo ndo Secretor e € comum se inferir este fendtipo a

. . , o ~ Lo (38
partir da pesquisa do antigeno Le® nos eritrocitos e nas secregdes exocrinas™.
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As razdes que fundamentam a forte associa¢do do antigeno Le” ¢ a EA em
pacientes HLA-B*27 negativos sdo desconhecidas, dada a escassez de estudos focados
neste tema. Contudo, nossos resultados se opdem aqueles publicados por Moller®?.
Este autor avaliou a presenga do antigeno Le® em pacientes com e sem EA mas nio
encontrou diferencas estatisticamente significantes entre os grupos avaliados. A luz dos
conhecimentos atuais sobre a expressdo dos antigenos do sistema histo-sanguineo
Lewis, seus dados s@o inconclusivos e podem ser questionados. Em primeiro lugar este
autor incluiu em sua casuistica apenas pacientes com EA HLA-B*27 positivos enquanto
em nosso estudo incluimos pacientes positivos e negativos para este gene. Nosso estudo
mostrou associagdo entre o antigeno Le* e EA em pacientes e controles HLA-B*27
negativos mas ndo em pacientes e controles HLA-B*27 positivos. Além disso, em nosso
estudo utilizamos um método de aglutinagdo em coluna de gel internacionalmente

. . - s p 56,74
reconhecido e validado em nosso laboratdrio para identificar o antigeno Le® %,

Ressaltamos que Moller®” investigou somente 104 individuos e destes apenas
18 eram portadores de EA. Nosso estudo incluiu 85 pacientes com EA (59 HLA-B*27
positivos e 26 HLA-B*27 negativos) e 275 controles (14 HLA-B*27 positivos e 261
HLA-B*27 negativos). Sabe-se que estudos de coorte com pequeno numero de
individuos ndo oferecem seguranga para se estabelecer associagdes positivas ou
negativas entre fatores genéticos e doengas uma vez que estas condigdes podem ocorrer
meramente por acaso'”). Outro aspecto a ser considerado entre nossos dados e os de
Moller™ se refere a composicio étnica da casuistica e o género. Este autor avaliou
apenas pacientes escoceses, essencialmente caucasianos, mas ndo estendeu as

comparagdes entre os géneros. Nossa casuistica se compOs de pacientes brasileiros
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miscigenados, comparados quanto ao género e a presenca ou auséncia do gene HLA-

B*27.

E possivel que as diferengas étnicas também contribuam com as divergéncias
entre os resultados de nosso estudo e aqueles relatados por Moller®. O fenétipo
eritrocitario Le(at+b-) que se caracteriza pela presenga do antigeno Le® também
apresenta variacdes na frequéncia entre brasileiros de diferentes etnias e é observado em

cerca de 15,0% de caucasianos, 19,3% de mulatos e 18,5% de negros(73 ),

O antigeno Le” ¢ um oligossacarideo monofucosilado que atua como importante
: : : . 1(47,63,76) 1 .
receptor para microrganismos no trato gastrintestinal . Diante das proposi¢cdes de

(49;61)

que bactérias Gram negativas contribuem para a génese das EpAs e de estudos

: : 2o~ (50,68
experlmentals que reforgam €Ssas pI'OpOSlQOGS( /68)

, 1Investigagdes destinadas a
esclarecer a importdncia do antigeno Le® na EA sdo desejaveis. Shinebaum e

(52) . (69) s . ~
colaboradores”” e Shinebaum™’ sugerem que a associacdo entre o fendtipo ndo
Secretor e EA seja fortemente dependente do antigeno Le®. E possivel que este antigeno,
ao atuar como receptor para bactérias “artritogénicas”, desempenhe um papel de
“ancora” favorecendo a aderéncia e a persisténcia destes microrganismos no epitélio

intestinal, contribuindo assim para o desenvolvimento da EA em pacientes HLA-B*27

negativos.

Este estudo encontrou resultados interessantes que devem ser explorados e
ampliados haja vista as frequéncias da EA, do gene HLA-B*27 e do antigeno Le"
apresentarem variagdes nas populagdes. Contudo algumas reflexdes se fazem

necessarias. Por um lado analisamos uma casuistica composta de pacientes e controles
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brasileiros miscigenados com menor frequéncia do gene HLA-B*27 em comparagdo as
populagdes essencialmente caucasianas. Por outro, a menor frequéncia deste gene
favorece estudos que objetivam compreender o impacto de outros genes nao
pertencentes ao complexo principal de histocompatibilidade humano, na etiopatogenia

desta doenga conforme tem sido proposto por Brionez e Reveille®”.

Em sintese, apesar da baixa prevaléncia populacional da EA, sua variabilidade
clinica aliada a variabilidade do gene HLA-B*27 e a variabilidade antigénica tecidual
dos sistemas histo-sanguineos ABO, Secretor e Lewis, este tipo de abordagem oferece

um vasto campo de investigagdes.
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. Conclusoes

. As EpAs analisadas neste estudo, em especial EA, se mostraram associadas ao gene
HLA-B*27.

. A EA predominou em pacientes do sexo masculino.

. As EpAs nio estdo associadas aos perfis antigénicos dos sistemas histo-sanguineos
ABO, Secretor e Lewis.

. A EA esta associada ao antigeno Le" nos pacientes HLA-B*27 negativos, mas nio
nos HLA-B*27 positivos.

. A associagdo entre antigeno Le® e a EA ocorre apenas nos pacientes HLA-B*27

negativos masculinos.
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