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ABSTRACT / RESUMO

Background: 14-bp insertion/deletion in exon 8 of the HLA-G gene is a potentially
functional polymorphism that has been implicated in the response to MTX monotherapy
or combination in rheumatoid arthritis (RA) patients.

Objectives: We sought to determine whether the 14-bp insertion/deletion
polymorphism in exon 8 of the HLA-G gene is associated with susceptibility to RA,
clinical features, or response to MTX therapy.

Methods: We determined the HLA-G 14-bp insertion/deletion polymorphism genotypes
in a prospective cohort of 309 consecutive RA patients and 294 healthy controls, and
looked for associations between genotype and clinical features of RA. Multivariate
analyses were performed to investigate the effect of homozygosity for the -14/-14 bp
genotype on changes in DAS28 in response to MTX therapy in a subgroup of 188 RA
patients.

Results: Among the 309 RA patients, no correlations were observed between allele or
genotype frequencies of the HLA-G gene polymorphism and clinical features, including
disease activity scores and functional scores. No significant differences were observed
in the genotype and allele frequencies between RA patients and controls. In the
subgroup evaluated for clinical response to MTX, we observed a decrease in mean
DAS28 over the course of the study. Furthermore, a better response to MTX treatment,
measured by adjusted mean of DAS28 change, was observed in those patients with
the HLA-G -14/-14-bp genotype, which was not observed among other genotypes.
Conclusion: Homozygosity for the 14 bp deletion polymorphism within exon 8 of the
HLA-G gene was associated with a better response to MTX in a prospective cohort of
patients with RA. This is a promising genetic marker for predicting response to MTX
therapy in RA.

Key words: HLA-G, 14-bp polymorphism, methotrexate, Rheumathoid Arthritis,
pharmacogenetics.
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RESUMO

Introducéo: O polimorfismo de insercéo/delecao de 14 pb no éxon 8 do gene HLA-G é
uma variante funcional com propriedades anti-inflamatérias, que tem sido associada a
melhores respostas a monoterapia ou ao tratamento combinado com metrotexato
(MTX) em pacientes com artrite reumatéide (AR).

Objetivo: Determinar se o polimorfismo de 14 pb do gene HLA-G esta associado com
maior suscetibilidade a doenga, com caracteristicas clinicas e como fator preditivo da
resposta a terapia em pacientes portadores de AR tratados com uma estratégia de
tratamento intensivo com MTX.

Métodos: Uma coorte prospectiva composta de 309 pacientes consecutivos foi
estabelecida entre Junho de 2007 e Dezembro de 2009. Controles caucasianos
saudaveis da mesma area geografica e antecedentes étnicos foram selecionados. Um
subgrupo de 188 pacientes com AR anteriormente ndo submetidos a decisdes
terapéuticas baseadas em escores de atividade da doenga e sem critérios de doenga
em remissao pelo CDAI (>2.8) foram incluidos na anadlise de resposta clinica ao MTX
(baseada em estratégia intensiva) e seguidos por um periodo de 14 meses (+5.29).
Pacientes e controles foram genotipados para o polimorfismo de 14 pb por PCR com
primers especificos para o éxon 8 do gene HLA-G. Uma analise multivariada foi
realizada para investigar o efeito da homozigose para a dele¢do no polimorfismo 14bp
do HLA-G sobre as mudancgas no DAS28.

Resultados: Entre os 309 pacientes com AR (média de idade 60.6 +12.4 anos), nao
foram observadas diferengas nas frequéncias alélicas em relagdo as caracteristicas
clinicas, incluindo escores de atividade e funcionais. Também n&o foram observadas
diferencgas significativas nas freqiiéncias genotipicas e alélicas entre pacientes com
AR e controles. Na andlise de resposta clinica do subgrupo de 188 pacientes,
medianas e médias dos escores de atividade da doenga melhoraram ao final do
estudo (DAS28: 5.0 vs. 4.2, p<0.001; respectivamente). A média de incremento da
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dose de MTX comparado ao baseline foi respectivamente 14.7 mg 4.8 vs. 17.4 mg %
4.7 (p<0.001). Em analise multivariada, o modelo foi significativamente associado as
mudancas no DAS28 (R?ajustado=0.353; p<0.001) ou seja os fatores clinicos incluidos
na analise explicaram 35% da variagdo do DAS28. O modelo apontou os fatores
estatisticamente significativos na predi¢do de resposta: valor do DAS28 basal (R? semi
parcial =0.261; p<0.001), género (R? semi parcial = 0.034; p=0.003) e a interagdo entre
a homozigose da delegdo para 14 pb e o uso do MTX (R’semi-parcial = 0.017;
p=0.031) como fatores preditivos independentes de resposta. Na analise estratificada
pela presenca de homozigose para a delegdo ou outros gendétipos, houve uma
tendéncia para maior variagdo no DAS28 nos pacientes que utilizaram MTX no
subgrupo -/-14-bp HLA-G (-1.4£0.3 vs. -0.410.5; p=0,071), o que nao foi observado
entre outros gendtipos (-1,1 £0,2 vs. -1,3 £0,4; p=0,496).

Conclusédo: A ocorréncia de homozigose para dele¢cao de 14 pb no gene HLA-G foi
independentemente associada com melhor resposta ao MTX em uma coorte
prospectiva de pacientes com AR. Os achados trazem a luz um promissor marcador
genético que precisa ser replicado em coortes independentes maiores. Maior numero
de estudos s&do necessarios para que se possa identificar perfis genéticos capazes de
selecionar individualmente os pacientes mais propensos a respostas 6timas ao MTX.
Palavras-Chave: HLA-G, 14 pb polimorfismo, metotrexato, artrite reumatoide,

farmacogenética.
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca sistémica inflamatdria de etiologia
auto-imune [1]. Caracteriza-se basicamente por sinovite cronica, simétrica e erosiva
preferencialmente de articulagdes periféricas e a maioria dos pacientes apresenta
fator reumatdide positivo [2]. Com a progressdo da doenca, o0s pacientes
desenvolvem incapacidade para realizagao de suas atividades, tanto na vida diaria,
como na profissional, com impacto econémico significativo para o paciente e para a
sociedade [3], incluindo numero aumentado de consultas médicas, internacbes
hospitalares e cirurgias ortopédicas [4]. Adicionalmente, pacientes portadores de AR
tém uma sobrevida menor do que a da populagdo em geral [5] e a principal causa de
morte € a doenga cardiovascular (DCV) [6-8]. Quanto a etiopatogénese da AR,
apesar de provaveis fatores ambientais deflagrarem o inicio da doencga, a existéncia
do componente genético é clara [9]. Os genes relacionados ao HLA explicam menos
de 50% do componente genético da suscetibilidade para a AR [10]. Assim, uma
série de genes néo relacionada ao HLA (human leukocyte antigen) tem sido avaliada
quanto a sua associagdo com a doenca.

A droga de primeira linha para o tratamento da AR é o metotrexato (MTX).
Sua capacidade de reduzir sinais e sintomas de atividade da AR, e melhora no
estado funcional foi demonstrada. Também bloqueia a progressao das lesdes
radiograficas [11]. Evidéncias atuais sugerem que o uso de MTX é associado com
uma diminuigdo do risco para eventos cardiovasculares em pacientes com AR. Isto
sugere que a reducgdo da inflamagdo na AR com MTX ndo sé melhora o curso
articular da doenga, como também o da doencga aterosclerdtica [12].

O MTX é considerado a droga modificadora do curso de doenga (DMCD)
melhor tolerada [13]. Mesmo assim, existe grande diversidade na resposta ao MTX,

tanto em termos de eficacia, quanto em relacao a toxicidade. Atualmente, nao existe
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nenhum biomarcador confiavel para prever a resposta individual ao MTX. Neste
contexto, a farmacogenética parece exercer um papel promissor [14]. Diversos
estudos de farmacogenética do MTX na AR tém identificado genes que influenciam
desfechos de toxicidade e eficacia. Dentre estes podemos destacar o gene do HLA-
G.

O HLA-G é uma molécula de HLA classe Ib, expressa na superficie celular ou
na forma soluvel (sHLA-G), que desempenha fun¢des importantes na regulagdo do
sistema imunoldgico através da inibicdo da atividade de células NK e T citotdxicas
(CTL) [15], das respostas de células T CD4 + aloproliferativas [16], e da maturacao e
funcéo de células apresentadoras d e antigenos (APCs — antigen presenting cells)
[17].

O MTX esta implicado no aumento de producdo de IL-10 em pacientes
portadores de AR e isto se correlaciona com melhor resposta terapéutica [18]. E
possivel que a IL-10 e o HLA-G ajam em conjunto na imunossupressdo de
processos inflamatdrios in vivo e sejam fatores influentes na suscetibilidade e no
curso de doencgas inflamatérias. A IL-10 induz a expressao de HLA-G na superficie
de mondcitos e, por sua vez, o sHLA-G parece estimular a expressao de IL-10 em
células mononucleares de sangue periférico (CMSP) [19, 20].

Munidos destas informacgdes, autores italianos avaliaram a producao de
sHLA-G (que possui fungdes imunomoduladoras similares a de membrana) e IL-10 e
sua relacdo com o polimorfismo de 14bp de HLA-G em em uma coorte retrospectiva
de 156 pacientes com AR (tradados ou ndo com MTX). Houve associagcao
estatisticamente significativa entre as concentracbes mais altas de sHLA-G e o
genotipo -14/-14 bp. Pacientes que foram responsivos ao MTX (redu¢do de DAS >
0,6 a 1,2; medidos antes e apdés 6 meses de tratamento com MTX) apresentaram
mais frequentemente o gendtipo -14/-14 pb do que o grupo nao respondedor. Diante
dos achados, foi proposto que este polimorfismo possa vir a ser um marcador de

resposta terapéutica nas fases iniciais da doenca e ressaltaram a necessidade de
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confirmagao destes dados em estudos prospectivos em diferentes populagdes [21].
No que concerne a IL-10, embora tenha sido observada correlacao estatisticamente
significativa entre concentracbes desta citocina e niveis de sHLA-G em
sobrenadantes de culturas de CMSPs expostas ao MTX, este achado néo
permaneceu significativo apods estratificagcdo por gendtipos de -/+14pb HLA-G.
Contrapondo o resultado anterior, estudo que incluiu 130 pacientes com AR néo
evidenciou diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo alélica ou
genotipica do HLA-G nos escores de DAS28 (< 3,2 ou > 3,2) nos pacientes em uso
de MTX [22]. A limitacdo deste trabalho foi o delineamento transversal. Portanto, o
real papel desempenhado pelo polimorfismo de 14 pb da regido promotora do gene
do HLA-G na resposta terapéutica ao MTX permanece desconhecido.

O objetivo do presente estudo é avaliar as associagbes das variantes alélicas
do polimorfismo de 14 pb do HLA-G com a resposta terapéutica ao MTX e
caracteristicas clinicas em pacientes com AR da regido sul do Brasil. Também sera
avaliada a suscetibilidade para a doenga, comparando a prevaléncia do polimorfismo

entre pacientes com AR e controles saudaveis da mesma regido geografica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Artrite reumatoide

2.1.1 Conceito e prevaléncia da AR

A AR ¢é uma doenga sistémica inflamatéria de etiologia auto-imune.
Caracteriza-se basicamente por sinovite cronica, simétrica e erosiva,
preferencialmente de articulagcbes periféricas, e a maioria dos pacientes apresenta
fator reumatoide positivo [2]. Tem uma prevaléncia de aproximadamente 1% na
populagédo brasileira [23], que € similar a da literatura mundial [24]. A taxa de
incidéncia da doenga pode estar diminuindo, como demonstrado em uma coorte de
base populacional americana acompanhada ao longo dos ultimos 40 anos [25]. Tem
preferéncia pelo sexo feminino [26] e tende a surgir a partir da quarta década de
vida, com pico de incidéncia na quinta década [5]. A AR é uma doenca bastante
heterogénea em termos de severidade e ritmo de progressao da inflamagao
articular, presenca de manifestacbes extra-articulares e de resposta ao tratamento
farmacologico [1]. A avaliagao inicial do paciente deve incluir histéria clinica e exame

fisico completos, e exames complementares de laboratério e imagem (Quadro 1).
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Quadro 1 - Avaliacgéo inicial do paciente com AR. Fonte: Bértolo, Brenol et al [27].

Medidas Subijetivas:
Duragao da rigidez matinal.
Intensidade da dor articular.
Limitacdo da fungao.

Exame fisico
Numero de articulagdes inflamadas (contagem de articulagbes
dolorosas e edemaciadas).
Problemas articulares mecanicos: limitacdo da amplitude de
movimento, crepitacao, instabilidade e deformidades.
Manifestacdes extra-articulares.

Laboratdrio
Hemograma completo.
Velocidade de hemossedimentacao e/ou proteina C reativa.
Funcao renal.
Enzimas hepaticas.
Exame qualitativo de urina.
Fator reumatoide.*
Analise do liquido sinovial.**

Radiografia
Radiografia das articulagbes das maos, dos pés e das demais
articulagbes comprometidas.

Outros: #
Avaliacao global de atividade da doenca feita pelo paciente.
Avaliagao global da atividade da doenga feita pelo médico.
Questionarios de avaliagdo da capacidade funcional ou qualidade de
vida.

*Fator reumatodide: realizado na avaliacdo inicial para se estabelecer o diagndstico. Se inicialmente

negativo, pode ser repetido 6 a 12 meses apods o inicio de doenga. ** Liquido sinovial: se necessario

para excluir outras doencas. Pode ser repetido durante o acompanhamento do paciente com

reagravamento do quadro, para se afastar artrite séptica.’(D).# Sugere-se a avaliagio destes

parametros subjetivos para acompanhamento do paciente.

Para fins de investigacao cientifica, convencionou-se realizar seu diagndstico

através da associacdo de manifestagdes clinicas, radiolégicas e laboratoriais,

conforme os critérios diagndsticos propostos pelo Colégio Americano de

Reumatologia (revisados em 1987) [28]. Atualmente, novos critérios diagndsticos
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estdo sendo validados por grupos cientificos europeus e americanos com o objetivo
de identificar pacientes com artrite inflamatoria precoce e, em seguida, trata-los para

impedir o desenvolvimento da doencga erosiva.

2.1.2 Suscetibilidade genética para AR

Apesar de provaveis fatores ambientais deflagrarem o inicio da doenga, a
existéncia do componente genético na etiopatogénese da AR é clara a partir de
observagdes de um maior risco da doenca nos familiares de doentes e de uma
concordancia maior em gémeos monozigéticos do que em dizigbticos [9]. A
comparagao entre as taxas de concorddncia em gémeos monozigoticos e a
prevaléncia na populagao revela que aproximadamente 50 a 60 % na variagao de
ocorréncia da doenga ¢é atribuivel a fatores genéticos [29, 30].

O antigeno leucocitario humano (HLA — human leukocyte antigen) é o fator
genético que contribui mais fortemente para o risco de desenvolver AR. Diversos
alelos de HLA-DRB1 vém sendo associados a AR em populacbes variadas:
DRB1*0401, *0404, *0405, *0408, *0101, *0102, *1001, *1402 [9].

A teoria do epitopo compartilhado foi desenvolvida para explicar a
suscetibilidade para AR em portadores dos alelos de HLA-DRB1. Os alelos citados
anteriormente compartilham uma sequéncia de aminoacidos nas posicées 70-74 da
terceira regido hipervariavel da cadeia DRB1. Estes epitopos compartilhados
estariam envolvidos diretamente na patogénese da doenga por permitir a
apresentacao de peptideos artritogénicos a células efetoras [30, 31]. A presenca de
homozigose para um desses alelos ou a presenga simultinea de dois alelos
contendo o epitopo compartilhado, particularmente os alelos *0401 e *0404, parece
estar fortemente associada com manifestagdes graves da doenga, incluindo nédulos

subcutaneos, positividade ao FR e erosdes articulares [32].
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Os genes relacionados ao HLA explicam menos de 50% do componente
geneético da suscetibilidade para a AR [10]. Assim, justificadamente uma série de
genes nao relacionada ao HLA tem sido avaliada quanto a sua associagdo com a
doenca. Genes com papel na regulagado imunolégica e na suscetibilidade para outras
doengas auto-imunes foram testados na AR. Dentre os recentes candidatos
convincentes, situam-se os genes do antigeno 4 dos linfocitos T citotdxicos (CTLA-
4), da proteina 3 induzida por TNF (TNFAI3), do transdutor de sinal e ativagdo de
transcricao 4 (STAT-4), do is6tipo 4 da peptidil arginina deaminasase (PADI4) e da
proteina tirosina fosfatase N22 (PTPN22). Este ultimo, juntamente com o HLA-
DRB1, pode colaborar com metade da contribuicdo genética para suscetibilidade da

AR [33].

2.1.3 Etiopatogénese da AR

A etiologia da AR permanece desconhecida. A marcante heranga genética da
AR, em combinagdo com a presenga de autoanticorpos que precedem o inicio das
manifestagdes clinicas em subgrupos de pacientes, apontam para um modelo
patogénico no qual o mecanismo de autoimunidade € iniciado e perpetrado bem
antes do momento em que o processo inflamatério articular eclode [33]. O estimulo
artritogénico inicial, embora ndo bem estabelecido, pode ser determinado por fatores
hormonais e psicolégicos, microtraumas, ou infecgdes. Quanto aos estimulos
infecciosos, estudos conduzidos nas ultimas 3 décadas tém vinculado a exposi¢ao
ao virus Epstein-Barr (EBV) a patogénese da AR, porém os resultados sao
inconclusivos. Apesar disto, sabe-se que pacientes portadores de AR tem niveis
elevados de anticorpos contra o EBV em comparacgao a controles saudaveis [34].

O evento inicial da doencga é o processo inflamatério iniciado na membrana
sinovial com infiltrado de linfécitos e macrofagos. Este pode adquirir uma estrutura

similar ao de tecidos linféides terciarios com predominio de linfocitos T CD4+. A
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hiperplasia das células sinoviais, o infiltrado linfocitico e a neoangiogénese levam a
formagdo do pannus. O pannus € um tecido inflamatorio neoformado proveniente da
sindvia que atinge o osso subcondral e, em seguida, a cartilagem articular com
destruicdo progressiva [35]. As perdas focais de osso marginal e subcondral
contribuem decisivamente para a morbidade da doenca. Estudos em tecidos
humanos e provenientes de modelos animais apontam o osteoclasto como a
principal célula envolvida neste processo. A ativagédo e recrutamento de tais células
sdo influenciadas por citocinas e mediadores inflamatérios [36]. Apesar da
identificacdo de mais de 100 diferentes tipos de citocinas, quimiocinas e outros
fatores envolvidos na patogénese da AR, o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a —
tumoral necrosis factor) continua ocupando lugar de destaque na doenca erosiva da
articulacao através da ativagao dos osteoclastos [37].

A produgdo de citocinas, com balango predominante para as pro-
inflamatérias, tem papel fundamental na iniciagdo e perpetuacdo da inflamagao
cronica na membrana sinovial. A resposta T auxiliar do tipo 1 gera a produgao de
interferon-gama (IFN-y) que estimula a liberagdo de TNF-q, interleucina-1 beta (IL-
1B) e metaloproteinases pelos macrofagos e fibroblastos sinoviais [38]. Além destes
mediadores, a IL-17 produzida por linfécitos T também colabora para destruicio de
colageno e fomento da producdao de IL-6. A IL-17 também pode aumentar a
reabsorcao dssea por aumentar a ativacdo dos osteoclastos e diminuir a formagao
6ssea [39]. Estudo prospectivo com duragdo de 2 anos comprovou que o aumento
dos niveis de IL-17 na sindvia de pacientes com AR podem estar associados com
um risco aumentado de progressao radiografica [40].

Recentemente, as funcbes desempenhadas pelos linfocitos B tém sido
reconhecidas como significativas na patogénese da AR. A migracao de células T e B
com formacao de agregados com estrutura de foliculos terciarios, a expressao de

moléculas co-estimulatérias (CD 154), e a producdo aumentada de interleucina 6 e
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10, que estimulam linfécitos B, sao indicadores da hiperatividade destas células na
doenca [41].

O tabagismo é um fator de risco bem estabelecido para o desenvolvimento
de AR e foi mais prevalente em pacientes com AR que nos controles em 3 estudos.
A forte associagao entre o tabagismo e a presenga de HLA-DBR1 * 0404 ou outros
alelos HLA foi observada em pacientes com AR que apresentam anticorpos anti-
citrulina (anti-CCP) [42]. A producgao de proteinas citrulinadas induzidas pelo tabaco
pode servir como promotoras do processo autoimune, possivelmente funcionando
como neoantigenos. Como estas proteinas sdo encontradas em muitos locais de
inflamacgao, nao esta claro porque os pacientes com AR produzem titulos elevados
de anticorpos direcionados contra estas proteinas. Uma hipotese é que essa
resposta de anticorpos seja mediada geneticamente.

O papel do anticorpo contra peptideo citrulinado ciclico (anti-CCP) tanto no
risco para o desenvolvimento da AR, quanto no mecanismo de auto-imunidade da
doenga, ganhou destaque na literatura cientifica nos ultimos anos. Existem
evidéncias de que a presencga do anti-CCP precede o inicio dos sintomas da AR [43]
e determina uma doencga mais grave [44]. J& com relagdo a patogenicidade deste
auto-anticorpo, foi documentada a presencga de peptideos citrulinados na sindévia de
pacientes com AR [45]. Em 2007, Kallberg et al publicaram estudo que ilustrou de
maneira convincente a interagao entre fatores genéticos e ambientais no risco para o
desenvolvimento de AR. Verificaram que os fatores de risco genéticos HLA-DRB1 e
PTPN22, bem como o tabagismo, tém efeito predominante apenas nos pacientes
anti-CCP positivos [46]. Diante destes achados, pode se depreender que pacientes
anti-CCP positivos apresentam doenga com um padrdo genético e fenotipico
diferenciado, determinando um subgrupo bem caracterizado com repercussdes
terapéuticas e prognosticas peculiares.

Radicais reativos de oxigénio e nitrogénio também tém papel na patogénese

da AR. Radicais reativos de oxigénio, como o superéxido, peréxido de hidrogénio,
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radicais hidroxila e acido hipocloroso, bem como radicais reativos de nitrogénio,
como oxido nitrico e peroxinitrito, contribuem significativamente para o dano tecidual

[47, 48].

2.1.4 Sobrevida na AR

Pacientes com AR apresentam taxas aumentadas de mortalidade em
comparagdo com a populacao em geral. Estudo americano demonstrou uma razao
de mortalidade padronizada de 1.27 (95% CIl 1.13-1.41) [25]. Pacientes portadores
de AR tém uma sobrevida menor do que a da populagdo em geral. A expectativa de
vida pode decrescer entre 3 e 10 anos, dependendo da severidade e da idade de
inicio da doenca [5]. As principais causas de morte descritas sdo infec¢cbes, doencas
linfoproliferativas, doenca cardiovascular (DCV) e cerebrovascular, complicacbes
gastrintestinais e relacionadas as manifestagdes sistémicas da AR [49]. Dentre os
fatores preditivos de mortalidade, sao incluidos idade avangada, incapacidade
funcional, nimero de articulagdes acometidas, fator reumatdide positivo, nédulos
reumatdides e velocidade de sedimentacdo globular (VSG) elevada [6, 50-54].
Alguns destes estdo claramente associados a um pior prognéstico também do ponto

de vista articular (Quadro 2).
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Quadro 2 - Fatores de mau prognoéstico na AR. Fonte: Bértolo, Brenol et al [27].

*= |nicio da doenca em idade mais precoce;

= Altos titulos de fator reumatdide;

= Anti-CCP reagente;

= Velocidade de hemossedimentagao e/ou proteina C reativa,
persistentemente elevadas;

= Artrite em mais de 20 articulacoes;

» Comprometimento extra-articular: presenga de nodulo
reumatoide, Sindrome de Sjogren, episclerite e/ou esclerite,
doenca pulmonar intersticial, pericardite, vasculite sistémica e
Sindrome de Felty;

* Presenca de erosdes nos dois primeiros anos da doenca
(raio X de méos e pés);

O tratamento adequado da AR pode reduzir tanto a inflamacgao articular,
quanto aquela associada a aterosclerose, podendo assim diminuir a morbidade e
mortalidade cardiovascular associada a AR [55]. Evidéncias atuais indicam que o
uso de MTX é associado com um risco reduzido de eventos cardiovasculares em
pacientes com AR. Isto sugere que a redugao da inflamagao na AR obtida com MTX
ndo s6 melhora o curso articular da doenca, como também o da doenca

aterosclerética [12].

2.1.5 Tratamento farmacolégico da AR

O diagnéstico precoce e o inicio imediato do tratamento sdo fundamentais
para o controle da atividade da doenca e para prevenir incapacidade funcional e
lesao articular irreversivel. Com a progressao da doenga, os pacientes desenvolvem

incapacidade para realizacdo de suas atividades, tanto na vida diaria, como na
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profissional, com impacto econbmico significativo para o paciente e para a
sociedade [3], incluindo numero aumentado de consultas médicas, internacbes
hospitalares e cirurgias ortopédicas [4].

Os objetivos principais do tratamento do paciente com AR sao: prevenir ou
controlar a lesao articular, prevenir a perda de fungao e diminuir a dor, tentando
maximizar a qualidade de vida destes pacientes (Figura 1) [3]. A droga de primeira
linha para o tratamento da AR é o metotrexato (MTX). O MTX & considerado a droga
modificadora do curso de doenca (DMCD) melhor tolerada [13]. Sua capacidade de
reduzir sinais e sintomas de atividade da doenga e melhora no estado funcional foi
demonstrada. Também bloqueia a progressao das lesdes radiograficas. Atualmente
vem sendo considerada como farmaco padrao no tratamento da AR [11].

Nao havendo resposta clinica com doses maximas toleradas de MTX ou na
presenca de efeitos adversos, recomenda-se a sua troca ou, preferencialmente, o
uso de combinacbes de DMCDs. Ainda nao estao disponiveis marcadores bioldgicos
ou farmacogenéticos adequados para predizer a resposta ao MTX. As combinacdes
mais utilizadas sdo MTX com cloroquina, com sulfasalazina ou a associagao destas
trés drogas. Também se pode considerar a possibilidade de uso de MTX com
leflunomida ou MTX com ciclosporina [27].

A terapia imunobiolégica na AR é a aplicagcao farmacoldgica de anticorpos
monoclonais ou receptores soluveis com afinidades especificas que visam atingir
um determinado tipo celular ou mediador soluvel, diminuindo o processo
inflamatodrio. Ela esta indicada para os pacientes que persistam com atividade da
doencga, apesar do tratamento com pelo menos dois dos esquemas propostos no
paragrafo anterior [27]. Encontram-se disponiveis comercialmente no Brasil os
seguintes agentes modificadores da resposta bioldgica:

- Bloqueadores de TNF-a: Adalimumabe, Etanercepte e Infliximabe.

- Depletores de linfécito B: Rituximabe.
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- Moduladores da co-estimulagdo: Abatacepte.

- Bloqueadores de IL-6: Tocilizumabe.

ALGORITMO PARA TRATAMENTO DA ARTRITE REUMATOIDE

-Educacao do paciente;

-Uso de DMCD: cloroquina,sulfasalazina, metotrexato:
Terapéutica Inicial -AINHs para controle da dor e inflamacao:
-Corticosterdides em doses baixas e/ou intraarticular;
-Terapiafisica e ocupacional.

Apos 3 meses de AR Nao resposta a cloroquina ou sulfasalazina ou
e em uso de DMCD “ resposta parcial ou intolerancia ao metotrexato

Resposta parcial ao metotrexato A Intolerancia ao metotrexato

leflunomida ou

(- | azatioprina ou

ciclosporina

metotrexato + cloroquina
Metotrexato + sulfasalazina
metotrexato + cloroquina + sulfasalazina

N

metotrexato + leflunomida ou metotrexato + ciclosporina

Obs: paciente sem resposta a pelo menos dois dos esquemas acima, incluindo metotrexato, considerar terapia
com drogas biolégicas. Acometimento extra-articular grave, considerar corticoide efou ciclofosfamida via oral ou
como pulsoterapia;

Figura 1 - Algoritmo para tratamento da AR. Fonte: Bértolo, Brenol et al

[27]

Estratégias terapéuticas baseadas em metas especificas produzem melhores
desfechos clinicos e de capacidade funcional, bem como menor dano estrutural
radiolégico, em comparagdo com tratamentos convencionais. Isto foi demonstrado
em recente meta-analise publicada na revista de mais alto impacto na area da
reumatologia [56]. Nessa meta-analise, foi incluida a nossa coorte de pacientes,
onde realizamos uma avaliagdo prospectiva de 241 pacientes portadores de AR

apos submeté-los a uma estratégia terapéutica de controle rigoroso da doenga com
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0 objetivo especifico de atingir remissdo clinica ou ao menos atividade leve de
doenca (DAS28<2,6 ou <3,2; CDAI<2,8 ou <10). Os dados de resposta terapéutica
foram coletados apés 14 meses de acompanhamento com visitas realizadas ao
menos a cada 4 meses. Os achados foram bastante favoraveis a estratégia de
controle rigoroso em comparag¢ao a visita basal. Houve melhora estatisticamente
significativa de contagens de articulagdes dolorosas e de edemaciadas, de escalas
visuais de dor e de saude global dos pacientes ao final do acompanhamento
(p<0.05). Também foram observadas quedas nas médias dos escores de atividade
de doenca (DAS28 4.6411.57 vs 3.9911.45 p<0.005) e uma maior proporgao de
pacientes foi classificada na categoria de remissdo de doenga ao final do estudo

(DAS28<2.6 12.6% vs 20.4% p<0.001; CDAI<2.8 8.6% vs 14.2% p<0.001) [57].

2.1.6 Mecanismos de acao do metotrexato na AR

Os mecanismos da acao do MTX na AR e em outras doencas inflamatorias
ainda nao sado completamente compreendidos, porém sio conhecidos seus efeitos
no metabolismo do acido fdlico, os quais sdo considerados importantes
determinantes da eficacia e toxicidade [58]. O metotrexato € um antimetabdlito
analogo ao folato que bloqueia a sintese de DNA por meio da inibicdo da
dihidrofolato redutase, conseqtientemente inibindo a proliferagao celular, por
exemplo, de linfécitos envolvidos no processo inflamatério. O MTX entra na célula
por meio de transporte ativo e, uma vez internalizado, é convertido na forma de
poliglutamato pela enzima folipoliglutamato sintase. Sob essa forma, o MTX é retido
na célula, inibindo as enzimas timidilato sintase e dihidrofolato redutase. Esta ultima,
por sua vez é responsavel pela conversao do dihidrofolato em tetrahidrofolato (THF),
que por agao da metilenetetrahidrofolato redutase (MTHFR) é convertido em 5-

metiltetrahidrofolato, que é doador de carbono para diversas reagdes celulares
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importantes [59-61]. Os efeitos do MTX no metabolismo do folato sdo fundamentais
para determinar sua eficacia e toxicidade no tratamento da AR [14, 61]. Embora a
enzima MTHFR ndo seja diretamente inibida pelo MTX, influencia a atividade do
mesmo, devido a sua agdao no metabolismo do folato [58].

Além da diminuicao da proliferacao celular, os efeitos do MTX in vivo podem
ser mediados pelo aumento da taxa de apoptose das células T, modulagdo da
expressdao de moléculas de adesao celular e reducdo da producdo de citocinas,
como IL-4, IL-13, TNF-a, IFN-y e fator estimulador de colénia de granulécitos-
macrofagos (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor - GM-CSF). O MTX
também esta implicado no aumento de produgcao de IL-10 (imunossupressora) em
pacientes portadores de AR e isto se correlaciona com melhor resposta terapéutica
[18]. Varios relatos indicam que os efeitos do MTX sdo adicionalmente influenciados
por micro-elementos ambientais, como a privacdo de nucleotideos ou niveis de
glutationa [62]. Ha muitos relatos que demonstram que o MTX, direta ou
indiretamente, estd envolvido na liberagdo de adenosina endégena, outro
mecanismo importante de acdo do MTX. Em modelo murino de inflamagao, a
exposicao a baixas doses de MTX se correlacionou com aumento dos niveis de IL-
10 [63]. No entanto, a relagdo entre liberagédo celular de adenosina mediada pelo

MTX e sua eficacia clinica nao esta muito bem estabelecida [62].

2.1.7 Estudos farmacogenéticos com metotrexato na AR

A farmacogenética é a ciéncia que estuda a interacdo dos aspectos
farmacoldgicos de uma droga e um determinado gene. Essa interagdo pode gerar
diferentes respostas inter-individuais. A variabilidade genética pode alterar o
metabolismo da droga, seus transportadores e a expressao de receptores [64, 65].
Mais de um terco dos genes humanos apresenta caracteristicas polimorficas, o que

pode afetar a eficacia e seguranca no metabolismo de farmacos, quando as
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mutagdes ocorrem em proteinas alvos de drogas, aquelas envolvidas no transporte
de drogas ou em enzimas metabolizadoras [66].
Existe grande diversidade na resposta ao MTX nos pacientes portadores de
AR, tanto em termos de eficacia, quanto em relacdo a toxicidade. Atualmente, nao
existe nenhum biomarcador confiavel para prever a resposta de um individuo ao
MTX. Neste contexto, a farmacogenética parece exercer um papel promissor [14].
Os principais estudos de farmacogenética do MTX na AR focaram inicialmente
0 papel de genes vinculados ao metabolismo da droga. No que concerne aos
estudos de associagcdo do polimorfismo do gene MTHFR com relagcédo a eficacia e
toxicidade, os resultados sao controversos. Urano et al. [67] realizaram um estudo
com 106 pacientes portadores de artrite reumatéide, tratados com MTX. Os
resultados mostraram que os portadores do haplétipo C677-C1298 recebiam doses
mais baixas do MTX e respondiam melhor ao tratamento em comparagdo aos
pacientes sem esse haplétipo. Ja nos pacientes portadores do polimorfismo T677-
A1298, observou-se maior frequéncia de efeitos colaterais, principalmente
estomatite e aumento das enzimas hepaticas. Em outro estudo com 236 pacientes
com AR, a presencga dos genodtipos MTHFR 677CT ou 677TT esteve associada a
aumento do risco de descontinuagdo do tratamento com MTX em decorréncia de
efeitos colaterais, principalmente devido ao aumento de enzimas hepaticas. Os
parametros estudados para eficacia ndo apresentaram diferengas significativas entre
0s pacientes com e sem a mutacao [68]. No estudo de Wessels et al., em 2006, os
pacientes com gendtipo MTHFR 1298AA — 677CC apresentaram grande melhora
clinica ao tratamento com MTX, enquanto que a presenga do alelo 1298C foi
associada a maior toxicidade [69]. No entanto, Kumagai et al. [70] ndo encontraram
relagdo entre toxicidade ou eficacia do tratamento e os polimorfismos acima.
Finalmente, em meta-analise publicada em 2009, 55 publicagbes relacionadas a
farmacogenética do MTX em pacientes com AR foram avaliadas. Para apenas 2

polimorfismos (C677T e A1298C do gene da MTHFR; total de 8 estudos) foram
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obtidos dados suficientes para uma meta-analise de associagdo com toxicidade, e
nao houve polimorfismo com dados suficientes para realizar uma meta-analise de
eficacia. O polimorfismo C677T foi associado com aumento da toxicidade (OR 1,71,
IC 95% 1,32-2,21, p <0,001), enquanto A1298C nao foi associado com aumento da
toxicidade (OR 1,12, IC 95% 0,79-1,6, p = 0,626) [71].

Outros polimorfismos relacionados aos genes que codificam as enzimas
associadas ao metabolismo do MTX, entre eles o da timidilato sintase (TS), também
podem ser responsaveis pela variabilidade interindividual na resposta terapéutica
[72]. A TS é uma das enzimas inibidas pelo metotrexato, sendo responsavel por
catalisar a conversao da deoxiuridilato em deoxitimidilato, pela conversao simultanea
do 5,10-metilenetetrahidrofolato em dihidrofolato. A TS é essencial para a provisao
de nucleotideos envolvidos na sintese e reparo de DNA [70]. Seqléncias de
repeticbes em tandem foram identificadas na regiao 5’UTR do gene TS. A regido
promotora do gene é polimoérfica e pode conter duas ou trés sequéncias de
repeticoes de 28pb. O polimorfismo com 2 sequéncias de repeticoes esta
relacionado com uma menor expressdo da enzima em comparagdo com a de 3
sequéncias [73]. Este polimorfismo foi estudado em pacientes japoneses, portadores
de AR. Os pacientes homozigotos para o alelo de repeti¢cao tripla necessitavam de
uma dose maior de MTX quando comparados aqueles que possuiam o alelo de
repeticao dupla [70]. Outro estudo, realizado por Dervieux et al. [72], mostrou que
individuos homozigotos para a repeticdo dupla tinham atividade da doenca menor e
também uma melhor resposta em comparagcdo com os portadores da repeticéo
tripla. Em recente publicagdo, o0 mesmo autor demonstrou que combinagdes entre
variantes alélicas codificadoras de outras enzimas como redutase metileno
tetrahidrofolato, gama-glutamil-hidrolase, serina hidroximetiltransferase e inosina-
trifosfato pirofosfatase, além da TS, aumentam em até 9 vezes a probabilidade de

apresentar toxicidade ao MTX (IC 95%: 3,6-21,9, P <0,001). Estes dados indicam
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que também as interagcdes entre genes exercem impacto na toxicidade ao MTX no
tratamento da AR [74].

Polimorfismos nédo relacionados ao metabolismo do MTX também foram
estudados. Tolusso et al. avaliaram a influéncia de polimorfismos dos genes da IL-1
B e antagonista do receptor de IL-1 (IL-1R) na resposta ao MTX em pacientes com
AR. Eles observaram uma maior freqtiéncia do alelo IL-1RN * 3 em n&o-responsivos
em comparag¢ao com os responsivos [75]. Em outro estudo, Ali et al. investigaram a
freqliéncia e a distribuicdo de varios gendtipos HLA-DR e HLA-DQ em pacientes
com AR tratados com MTX. Seus resultados mostraram que apenas HLA-DRB1 * 03
foi significativamente mais comum entre os nao-respondedores [76].

Em conclusdo, quando avaliamos em conjunto todos os estudos dedicados a
busca de biomarcadores da resposta ao MTX na AR, a farmacogenética parece ser
uma eficaz ferramenta capaz de fornecer informagbes relevantes com potencial

influéncia na tomada de decisao terapéutica [77].
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2.2 HLA-G

2.2.1 Genes do Complexo de Histocompatibilidade Principal

(MHC)

A familia do MHC caracteriza-se por uma colecdo de genes situados no
braco curto do cromossomo 6, na regido 6p21.3, englobando mais de 4 Mb de DNA.
O locus foi identificado e nomeado pelo seu papel na rejeicdo de tecidos em
transplantes alogénicos e também pelo fato de muitos dos genes contidos nessa
regiao (>10%) desempenharem importantes fungdes imunolégicas. Assim, o MHC
consiste de antigenos de classe | (A, B, C, E, F e G), de classe Il (DR, DQ e DP) e
de classe Ill. Estes ultimos também desempenham importantes funcbes
imunoldgicas. Tanto a resposta mediada por células B (humoral), quanto a mediada
por células T (celular) sédo iniciadas através da interagdo dessas células com os
produtos dos genes do MHC, motivo pelo qual essa molécula representa a linha de
frente da resposta imune adaptativa contra patégenos invasores. [78].

Os genes do MHC de classe | tiveram sua funcdo originalmente descrita
como a de apresentacdo de peptideos antigénicos derivados de proteinas
intracelulares para linfocitos T citotdxicos. De fato, esta fungdo é desempenhada por
alguns genes desta familia de MHCs, como os HLAs A, B e C, chamados “classicos”
ou do grupo la. Tais genes tém a caracteristica comum de serem altamente
polimérficos, amplamente expressos dentro do organismo humano e por
direcionarem os linfocitos T citotdxicos para a eliminacdo de células infectadas por
virus ou outros patdégenos intracelulares [78].

Em contrapartida, outros genes desta familia parecem nao desempenhar

esta funcdo, embora muitas das suas fungdes envolvam imunidade. Sao os
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chamados MHCs “nao classicos” ou do grupo Ib. Esses MHCs possuem poucos
alelos (s&o oligomdrficos) em comparagdo com os genes do grupo la e tém sua
expressao limitada a poucos tipos de células. Os genes de MHC classe Ib novos
estdo intimamente relacionados com os genes do grupo la. Entre estes genes

incluem-se os genes HLA-F e HLA-G. [79].

2.2.2 Gene e molécula do HLA-G

HLA-G é uma molécula de classe Ib, cuja estrutura se assemelha as
classicas moléculas do HLA de classe |, constituido por trés dominios alfa nao
covalentemente associados a uma cadeia de 2-microglobulina. No entanto, HLA-G
apresenta baixo polimorfismo na sua regiao codificadora, apresenta um padrao de
expressao limitado em condigdes saudaveis e possui uma caracteristica unica entre
as moléculas de HLA, que é formar multimeros de HLA-G. Além disso, através de
splicing alternativo, o gene do HLA-G pode dar origem a sete isoformas de proteinas
diferentes. Todas estas caracteristicas contribuem para o crescente interesse
cientifico nessa molécula, e algumas destas sdo de vital importancia nas fungdes
biolégicas do HLA-G [80].

O gene do HLA-G possui 36 alelos descritos até o momento, que codificam
14 proteinas diferentes, em comparag¢ao com 673, 1077 e 360 alelos de HLA A, B e
C, respectivamente [81]. Esse baixo polimorfismo é distribuido ao longo dos trés
dominios alfa, enquanto que em moléculas classicas de HLA esta concentrado em
torno do sitio de ligagdo com peptideos. Este ultimo situa-se mais profundamente na
fenda entre os dominios alfa 1 € 2 em comparagdo com as moléculas do HLA
classico [82]. Estas caracteristicas especiais do HLA-G tornam improvavel que esta
molécula desempenhe um papel importante na apresentacao de antigenos.

As proteinas do HLA-G podem ocorrer em diferentes isoformas: quatro

ligadas a membrana (G1-G4) e trés formas soluveis (G5-G7), e sdo geradas por

33



splicing alternativo [83]. Dependendo do tipo de célula e condigao fisioldgica,
diferentes isoformas de HLA-G sao produzidas [84]. Todas as isoformas contém pelo
menos um dominio alfa-1 e a HLA-G1 é a isoforma completa. Nas isoformas G5-G7,
os dominios transmembrana e citoplasmatico ndo séo traduzidos, resultando em
formas soluveis [85]. Devido a uma mutacdo, o HLA-G possui uma cauda
citoplasmatica que é menor do que as existentes nos HLA-A, B e C, [86]. Esta
caracteristica tem implicagbes importantes para a expressdao do HLA-G, ja que
proporciona uma expressao mais prolongada de HLA-G na superficie celular em
comparagado com as moléculas classicas HLA [87].

A expressao do HLA-G é altamente restrita a determinados tecidos: além de
ser expresso em tecidos fetais, tais como as células do trofoblasto, o HLA-G é
constitutivamente expressado apenas no timo em adultos, cérnea, ilhotas
pancreaticas, e precursores de células endoteliais e eritrdides. No entanto, a
expressdao de HLA-G pode ser induzida em situagdes tais como transplantes,
doencas inflamatérias, em células tumorais, esclerose multipla e nas infecgdes virais

[80].

2.2.3 Regulacgao e expresséo génica do HLA-G

Apesar dos esforcos para esclarecer os mecanismos de regulagdo da
expressao do HLA-G, os mecanismos subjacentes a expressdo desta molécula
permanecem ainda desconhecidos. Desde a descricdo de que a expressédo do HLA-
G é distinta daquela das moléculas classicas de HLA nas células trofoblasticas, um
padrao peculiar de controle de sua expressao génica foi sugerido. Um indicio para
as diferengas na expressao protéica em comparagdo com outros genes de HLA é a
regidao promotora do HLA-G, que apresenta varias diferencas em relagdo aos
promotores dos genes de HLA classicos (e também para outros HLAs néo-

classicos). A regiao promotora do HLA-G apresenta muitos elementos tipicos
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suprimidos ou modificados, tornando a expressdo do HLA-G irresponsiva a fatores
estimuladores de HLA classico [88]. Além disso, enquanto que nos genes HLA
classicos os elementos promotores estao localizados dentro de 220 pb a montante
do cédon de iniciacdo ATG, os elementos reguladores de HLA-G estao localizados
em uma regiao que abrange ~ 1,5 kb a montante do cédon de iniciagao [89]. Varios
fatores podem influir positivamente na expressao do gene HLA-G: IL-10 [19], IFNs
[90], GM-CSF [91], glicocorticdides [92] e progesterona [93].

Outra caracteristica marcante da regidao promotora do HLA-G é seu alto
polimorfismo. Até o momento, mais de 30 SNPs (single nucleotide polymorphisms)
foram identificados nesta regiao [81], muitos dos quais dentro ou muito proximos de
locais de ligacdo de fatores de transcricdo ou elementos de regulagéo [94]. Treze
haplétipos foram identificados, formados por 27 polimorfismos, em trés diferentes
grupos étnicos. Estas linhagens diversas de haplétipos, provavelmente, apresentam
padroes diferentes de atividade promotora [95]. Ober et al. mostraram que um
subconjunto de haplétipos promotores associados com o alelo G * 010101 (G * G *
010101b e 010101c) apresentaram maior atividade promotora do que outro
subconjunto (G * 010101a, G * 010301 e G * 010102). Uma maior expressao desses
alelos foi associada principalmente a um polimorfismo na posi¢ao -725 (rs1233334)
[96]. Curiosamente, o alelo-725G foi previamente associado a aborto recorrente [94],
contrastando com dados prévios que tinham associado uma menor expressao do
HLA-G com taxas de aborto aumentadas [97].

A regido 3 néo traduzida (3' UTR) também parece desempenhar um papel
importante na expressdo de HLA-G, principalmente através de mecanismos
reguladores pos-transcricionais. O polimorfismo de insergdo/delecdo de 14 pb
localizado na posi¢cao +2960 no éxon 8 (rs1704) tem atraido a atencao devido ao
seu papel potencial de splicing alternativo e na estabilidade do RNA Foi
demonstrado que as transcrigcbes com a sequéncia 14pb (ins) pode sofrer uma etapa

adicional de splicing que retira 92 pb da regido em que esta sequéncia esta
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localizada. Esta delecdo pode influenciar a estabilidade do mRNA, ja que as
transcricoes de HLA-G sem estes 92 bp se mostraram mais estaveis. No entanto, o
alelo ins mostrou-se menos expresso do que o alelo de delegdo (del) em diversas
situacdes [99]. Apesar do polimorfismo de 14 pb ser o mais estudado, ainda nao

existem evidéncias robustas de que tenha algum efeito na produgao protéica.

2.2.4 HLA-G e atoleranciaimunoldgica

2.2.4.1 Efeitos imunorregulatérios do HLA-G

A expressao de HLA-G foi descrita pela primeira vez no citotrofoblasto e,
portanto, os primeiros estudos sobre esta molécula avaliaram seu papel na
gestacdo. Durante a gravidez, o sistema imune materno estd em estreito contato
com as células e tecidos do feto semialogénico. Isto sugere que mecanismos
especificos devem modular o sistema imune materno para evitar a rejeicao do feto,
ou seja, promover a tolerancia do feto semialogénico. De fato, certas complicacbes
durante a gestacdo, como a pré-eclampsia (PE), tém sido associadas com uma
resposta imune Th1 [100]. A etiologia e patogénese da PE envolvem uma
combinacéao de fatores genéticos materno-fetais e imunoldgicos. Para proteger o feto
do sistema imunolégico da mae, impedindo a citdlise mediada por célula T, os
citotrofoblastos sédo desprovidos de HLA-A ou B e expressam pouco HLA-C.
Adicionalmente, a expressao de HLA-G por essas células inibe a ativacao das
células T maternas, bem como a citdlise por células assassinas naturais - natural
killers (NK) - e células T citotoxicas através de receptores especificos [15, 101].

Varios mecanismos através dos quais o HLA-G exerce suas funcbes
regulatorias tém sido identificados (Figura 2). Como foi mencionado anteriormente,

HLA-G é capaz de inibir a atividade citotdxica de células NK e T citotoxicas (CTL) .
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Da mesma forma, o HLA-G é capaz de proteger células negativas para HLA de
classe | ou tumores alogénicos da imunidade mediada por NK anti-tumorais [102].
Também foi demonstrado que pode inibir respostas de células T CD4 +
aloproliferativas [16], a proliferacdo de células T e NK [103], e também agir em
células apresentadoras de antigenos (APCs — antigen presenting cells), inibindo a

sua maturacgéao e fungao [17].
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Figura 2 - Funcdes imunorreguladoras mediadas pelo HLA-G, células-

alvo e receptores. Fonte: adaptado de Veit, Vianna et al. [81].

Existem argumentos convincentes de que o HLA desempenhe um papel
importante na regulagdo do sistema imunoldgico: (i) HLA-G é capaz de se ligar a
varios tipos de receptores, alguns dos quais sdo amplamente distribuidos entre as
células imunes; (ii) o HLA-G pode exercer efeitos tolerogénicos de longo prazo
através da geragdo de células supressoras; e (iii) até as células que néao

transcrevem HLA-G podem tornar-se temporariamente HLA-G +, adquirindo um

37



perfil supressivo através da trogocitose (captacdo intercelular de HLA-G pela
incorporacao de fragmentos de membrana que expressam esta molécula) [81].

O HLA-G exerce seus efeitos imunorregulatérios através da ligacao a
receptores especificos em diferentes tipos de células imunoldgicas [104]. O
complexo de receptor de leucdcitos do cromossomo 19 inclui duas familias de genes
polimérficos: receptores de leucécitos tipo imunoglobulina (LILR - leukocyte
immunoglobulin-like receptors) e receptores de células assassinas tipo
imunoglobulina (KIR - killer cell immunoglobulin-like receptors). Dentre as moléculas
LILR, LILR1 (ILT-2, CD85j) e LILR2 (ILT4, CD85d ) sao receptores inibitorios que
reconhecem todas as moléculas HLA classe | [105]. LILR1 é expresso pelas células
B, algumas células T e NK, e todos os mondcitos, enquanto LILR2 é especifica de
linhagens mieldides. Existem evidéncias de que LILRB1 e LILRBZ2 se ligam ao HLA-

G [106, 107].

2.2.4.2 HLA-G e células supressoras

Ha evidéncias crescentes de que, além de seu efeito inibitério direto, o HLA-
G possa exercer efeitos tolerogénicos de longo prazo através da geragao de células
supressoras. Varias células supressoras relacionadas ao HLA-G foram identificadas
[108]. Células T reguladoras HLA-G+ estdo presentes no sangue periférico em
condicOes fisiologicas. Estas células podem ser CD4 + ou CD8 + e expressam
constitutivamente HLA-G1 em suas superficies. Células T HLA-G1 + sao
hiporresponsivas e medeiam suas fungbes supressoras através de fatores solluveis
que incluem sHLA-G, mas nao IL-10 ou TGF-B. Sua ocorréncia foi identificada
também em locais de inflamagao [109]. Células T HLA-G + também podem ser
induzidas por meio de aloestimulagdo e produzir HLA-G5 soluvel e, em raras

ocasides, HLA-G1 [110]. Embora sua origem seja obscura, estas células sao
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supressivas e limitam a aloproliferagdo de células T CD4 autdlogas. Células T
reguladoras induzidas por HLA-G foram descritas pela primeira vez in vitro apés
estimulagao alogénica por APCs HLA-G1 +. Essas células eram hiporresponsivas e
inibiram a proliferagao de células T autdlogas. Elas ndo sao caracterizadas por um
fendtipo particular, e seus mecanismos de ag¢do sdo ainda desconhecidos, mas,
apesar do HLA-G ser diretamente responsavel pela sua indugao, elas nao exercem
suas fung¢des de regulacao através do HLA-G [111, 112]. Células dendriticas (DC —
dendritic cells) tolerogénicas induzidas por HLA-G s&o amadurecidas na presenca
de tetrameros de HLA-G, condi¢cdo na qual sua capacidade de estimulagdo é muito
reduzida. Além disso, essas células sdo capazes de induzir a geragdo de células
CD4 + C25 + CTLA4 + e células T reguladoras produtoras de IL-10 [113]. APCs
também podem expressar HLA-G em condi¢des patolégicas. Essas células foram
identificadas em tecidos transplantados, em tumores, doencgas inflamatérias e
infecgdes virais [114, 115]. Elas sdo capazes de bloquear a reatividade de células T
e induzir células T supressoras [115], e parecem ter um papel progndstico na
leucemia linfocitica crénica [116]. Células-tronco mesenquimais (MSC -
mesenchimal stem cells) da medula éssea sao células multipotentes, capazes de se
diferenciar em varias linhagens e que possuem fortes propriedades
imunomoduladoras. Recentemente, foi demonstrado que o HLA-G é fator

determinante para as fungdes imunomoduladoras das MSCs [117].

Em conclusdo, células regulatérias dependentes de HLA-G tém origens
bastante diferentes, repercutindo em diversos modos de indugdo, fendtipos e
mecanismos de acdo. Assim, € muito pouco provavel que todas estas células

possam desempenhar o mesmo papel nas mesmas situagoes.

2.2.4.3 Trogocitose
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Trogocitose € uma forma de contato entre células que leva a troca de partes
de membranas e moléculas associadas. No entanto, durante a trogocitose, todas as
moléculas contidas dentro de certa area da membrana sado transferidas, incluindo
algumas que nao participam da comunicagao intercelular e que acabam sendo
transferidas inespecificamente. A maioria dos estudos sobre trogocitose foram
realizados em células T de murinos e mostraram que células T CD4+ e CD8+,
respectivamente, podem adquirir moléculas do MHC de Classe Il e Classe | de
APCs de uma forma antigeno especifica [118, 119]. Recentemente, a trogocitose de
HLA-DR, CD80 e HLA-G1 de APCs por células T foi descrita em seres humanos, e
mostrou seguir as mesmas regras dos modelos murinos [103, 120, 121]. Entdo, as
células T que adquirem HLA-DR e CD80, apds sofrerem estimulo de maneira
antigeno-especifica, comportam-se como APCs [121], enquanto que a aquisi¢do de
HLA-G1 torna-as irresponsivas [103]. Isso pode constituir uma forma eficiente de
modulacgéo do sistema imunolégico.

De fato, foi demonstrado que HLA-G1 pode ser adquirido por células
tumorais a partir de células NK ativadas através de trogocitose, e isso pode ser um
mecanismo de escape imunolégico para células tumorais originalmente HLA-G
negativas [103]. Quase todas as células NK ativadas podem adquirir niveis
detectaveis de HLA-G1 em poucos minutos por mecanismo dependente de contato
entre células. Diferentemente de células que expressam HLAG1, a expressao de
HLA-G1 adquirido na superficie & temporaria nas células NK, uma vez que estas
células nao transcrevem HLA-G. Funcionalmente, as células NK que adquirem HLA-
G1 param de proliferar, j& ndo sao mais citotoxicas, e se comportam como células
supressoras capazes de inibir as funcbes de outras células NK. Todas essas
propriedades funcionais ocorrem devido ao HLA-G1 adquirido, e poderiam ser

anuladas por bloqueio de HLA-G1 ou seu receptor LILR1 na superficie das NK [81].
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2.2.5 HLA-G: implicagdes clinicas

Os novos aspectos da biologia do HLA-G, como as fungdes altamente
inibitérias de seus multimeros, de células reguladoras e da trogocitose, sao criticos
para o entendimento da relevancia desta molécula em condigbes patologicas e
devem ajudar a projetar estratégias diagnosticas e terapéuticas mediadas pelo HLA
— G em variadas areas da medicina, como gestacdo, oncologia, transplantes de

orgaos e doencas inflamatérias.

A importancia do HLA-G foi primeiramente destacada em estudos sobre a
implantacdo do embrido humano, que é um processo complexo que requer a
capacidade de se implantar no utero e uma receptividade endometrial adequada.
Todas as evidéncias indicam que durante este processo varias adaptagbes no
sistema imune materno sdo necessarias para permitir o estabelecimento de uma
gravidez viavel. A relacdo entre o HLA-G e a implantagao do embrido humano é o
ponto de partida fundamental na tolerancia imunoldgica do feto semialogénico pela
mae. Em condicbes fisioldgicas, a forte expressdo de HLA-G pelo trofoblasto
invasivo pode, em parte, explicar a manutengdo do feto semi-alogénico durante a
gestacdo. Varios estudos tém sugerido a importancia da expressdao de HLA-G
materna durante a clivagem e o desenvolvimento embrionario e do feto [122, 123].
Também o polimorfismo de delecdo/insercdo de 14 pb esteve implicado em
complicagdes na gestacado, como pré-eclampsia (PE) e abortos de repeticao [124,

125].

Outras situagbes nas quais as moléculas de HLA-G estdo envolvidas com

desfechos clinicos sdo os transplantes de 6rgdos e a oncologia. Desde a primeira

descricao da expressdo do HLA-G por células tumorais em 1998 [126], um
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consideravel numero de trabalhos evidenciando a transcricdo do gene e expressao
da proteina HLA-G em lesbes neoplasicas tem sugerido que isto representaria uma
protecdo para as células malignas da citdlise por células NK [127]. Assim, a
expressdao do HLA-G favoreceria o desenvolvimento do tumor, ao alterar a
imunidade citotoxica. Finalmente, tal molécula poderia constituir-se num marcador
tumoral e em potencial alvo terapéutico que poderia ser bloqueado ou eliminado

[128].

No contexto dos transplantes, a expressao de HLA-G pode ser benéfica e
promover a tolerdncia aos enxertos. A expressdo de HLA-G foi amplamente
estudada em pacientes apos transplantes de coragao [84] rim [129], figado [112] e
figado-rim [111, 112]. Nestas populagdes, aqueles que expressaram HLA-G no
enxerto ou plasma apresentaram aceitagdo do enxerto significativamente melhor.
Linhas de pesquisa apontam que o HLA-G poderia ser empregado como agente
terapéutico tolerogénico, se administrado como terapia alternativa e/ou

complementar [130].

2.2.5.1 Doencas inflamatérias

A expressdo do HLA-G em doencas inflamatoérias € uma area relativamente
recente de pesquisa. Nos primeiros estudos, a expressao de HLA-G foi avaliada nas
fibras musculares em diferentes miopatias inflamatdrias [131], na dermatite atdpica
[132] e na psoriase [133]. Com base nos achados de que o HLA-G poderia desviar
respostas T helper para o tipo Th2 [134], foi levantada a hipotese de que o HLA-G
seria uma molécula protetora nas respostas inflamatdrias. Desde entdo, numerosos

estudos tém sido realizados, cujos resultados sdo sumarizados na Tabela 1.
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Um achado interessante a respeito da doenca inflamatéria intestinal é que a
expressao do HLA-G foi observada na retocolite ulcerativa (RCU) em bidpsias
intestinais, mas nao na doenga de Crohn (DC), o que constitui uma diferenca
potencial entre as duas doengas [135]. A associagcdo genética entre o alelo de
delecdo de 14 pb e RUC foi descrita, indicando que este alelo pode constituir um
fator de risco para esta doenca inflamatdria intestinal. O mesmo estudo também
relatou um aumento da freqiiéncia do alelo em pacientes portadores de DC que se
submeteram a resseccéo ileocecal, sugerindo que o alelo HLA-G também pode ter
um papel no curso da DC [136].

A rinite alérgica € um bom exemplo da expressdo de HLA-G com a
expressao de um fendbmeno Th2. Niveis elevados de sHLA-G foram detectados em
portadores de rinite alérgica sazonal e perene, e uma forte correlagdo entre a
gravidade clinica e sHLA-G foi observada [137, 138].

O HLA-G também tem sido estudado na Esclerose Mdultipla (EM). EM é uma
doenca inflamatdria desmielinizante auto-imune do sistema nervoso central. HLA-G
é fortemente expressado em lesdes de EM e em areas com inflamacao linfocitica e
monocitica [139]. A sintese de sHLA-G intratecal e no liquido cefalorraquidiano
(LCR) foi superior nos pacientes com EM em comparagao com controles. Os niveis
de HLA-G foram diretamente correlacionados com os niveis de IL-10 e marcadores
de melhor prognéstico [140, 141]. Além do mais, a expressao do HLA-G mostrou-se
aumentada em pacientes apds o tratamento com interferon-8, um importante agente
imunomodulador usado no tratamento da EM. HLA-G derivado de mondcitos, a
principal fonte de HLA-G na EM, foi capaz de inibir tanto a produgao de citocinas de
Th1 (IFN-y, IL-2), quanto de Th2 (IL-10) por células T CD4 autdlogas ativadas [139].
Outro estudo abordou a possivel influéncia genética de polimorfismos de HLA-G
sobre a esclerose multipla, mas nao foram observadas diferencas significativas para

os polimorfismos analisados [142].
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Outros estudos de associagdo entre diferentes doencas e o HLA-G
apresentaram resultados controversos. Em estudos de varredura genémica (genome
wide scan) em asma, o gene de HLA-G foi marcado como um gene de
susceptibilidade em quatro amostras independentes [143], mas esses resultados
nao foram replicados em um segundo estudo [144]. Polimorfismos na regido
promotora e também na UTR 3 ' foram implicados na suscetibilidade a asma [145].
Mais estudos tentando caracterizar expressdo do HLA-G geraram resultados
conflitantes na asma atépica com achados divergentes com relagéo a produgao de
sHLA-G neste grupo de pacientes [146, 147].

Atualmente, estudos de varredura genémica (genome wide scan) estao
ganhando cada vez mais destaque na investigacao e descoberta de alelos e regides
relacionadas a suscetibilidade genética para doencgas auto-imunes. Uma andlise
genética completa da regido do MHC, utilizando um conjunto de dados gerados com
2965 marcadores genéticos ao longo do MHC em 2321 familias com membros
portadores de diabete melito tipo 1 (DM1) colocou o HLA-G na lista principal de
genes candidatos para a susceptibilidade a DM1. Quatro SNPs proximos ao locus do
HLA-G foram identificados como marcadores de risco para DM1, sugerindo que um
bom mapeamento do gene do HLA-G, bem como da regido circunjacente, poderia
trazer resultados promissores na DM1 [148]. Um estudo semelhante, analisando
2360 SNPs dentro da regido do MHC em 92 pacientes com doenca de Kawasaki
(DK), relatou o HLA-G como locus candidato unico para uma associagao significativa
com esta vasculite [149].

O polimorfismo de 14-bp foi estudado em outras situagbes e tem sido
associado a varias doengas: o alelo de insercao tinha sido observado com maior
freqléncia em pacientes com sarcoidose [150] e na doenga de Behget (DB) [151],
enquanto que o alelo de delecido foi relatado como um fator de risco para

miocardiopatia dilatada idiopatica [152] e para o pénfigo vulgar (PV) [153]. A
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expressao de HLA-G na pele de pacientes com PV, foi recentemente relatada [154].
No entanto, estes resultados devem ser replicados em futuros trabalhos.

Além da DK e DB, outras doengas reumatolégicas foram avaliadas em
relacdo ao HLA-G, como o lupus eritematoso sistémico (LES) e a AR. No LES,
publicacbes tém demonstrado resultados diversos: um estudo relatou niveis mais
elevados de HLA-G no plasma dos pacientes [155], enquanto outro relatou niveis
mais baixos [156]. Este ultimo estudo também relatou uma associagdo genética com
o polimorfismo de 14-bp, na qual o gendtipo ins/ins foi um fator de risco para o
desenvolvimento do LES. No entanto, este resultado nao foi replicado em pesquisa
desenvolvida no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, no qual foi observado um
aumento na freqiiéncia do gendtipo heterozigoto [157]. E possivel que o ambiente
e/ou fatores étnicos tenham contribuido para estes resultados conflitantes. Na
esclerose sistémica, a expressao do HLA-G foi relatada em biépsias de pele em
pacientes brasileiros, e esta expressao foi associada com uma menor freqiiéncia de
Ulceras vasculares cutaneas, telangiectasias e poliartrite e com uma melhora de

sobrevida [158].
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Tabela 1 - HLA-G em doencas inflamatérias. Fonte: adaptado de Veit, Vianna et al. [81].

Doenca Tipo de estudo N Material Expresséo de HLA-G Desfecho Polimorpismo Alelo Genotipo Refs.
Rinite alérgica de — Expressao 25 Soro Maior - correlagao com - - - [138]
perene severidade
Rinite alérgica- sasonal  Expressao 60 Soro Maior - correlagdo com - - - [137]
severidade
Asma Genético 867° - - suscetibilidade Locus de HLA-G Associagao positiva [143]
(GWS)
Genético 936° - - suscetibilidade 2 SNPs para HLA-  Nenhuma associagéo [144]
G
Genético 180 - - suscetibilidade se a -1306 (rs1736936) AA - protetor [145]
mae for afetada +1489 Nenhuma associagdo
(rs1130356)
pb 14 (rs1704) Ins/ins - protetor
+3142 GG - protetor
(rs1063320)
Expressao 53 Plasma Maior em pacientes atopicos - - - [146]
Expressao 20 PBMC Menor (ap6s estimulacédo - - - [147]
com LPS)
Asma (induzida por Expressao 20 PBMC Maior (sem estimulagdo dos - - - [159]
isocianato) LPS)
Dermatite atépica Expressao 9 Pele Presente - - -
Doenca de Behget Genético 312 - - suscetibilidade multiplo G*010101 - protecao [151]
Doenga celiaca Expressao 24 Intestino delgado Presente - sHLA-G - - - [160]
Miocardiopatia dilatada  Genético 117 - - pb 14 (rs1704) Del [152]
idiopatica
Doenga inflamatéria Expressao 43 Colon DC - ausente; RCU - - - - [135]
intestinal presente
Expressao 28 PBMC DC — presente; RCU - - - - [161]
ausente
Genético 628 - - CD - resecgéo pb 14 (rs1704) Ins [136]
lleocecal
Miopatia inflamatéria Expressao 20 Mdusculo Presente - - - [131]
Artrite idiopatica Genético 106 - - suscetibilidade pb 14 (rs1704) Del (Fémeas) [162]
juvenik
Doenga de Kawasaki Genético 92 - - suscetibilidade GWS Locus de HLA-G [149]
Esclerose multipla Expressao 50 CSF Presente - 42% dos - - - [140]
pacientes
Expressao 17 Mondcitos (sangue) Mais baixo - - - [139]
Aumentado apds tratamento
com INF-a
Expressao 69 Intratecal Mais freqliente - - - [141]




Pénfigo vulgar

Artrite reumatoéide

Sarcoidose

Choque septic

Lupus eritematoso

sistémico

Esclerose Sistemica

Diabetes Tipo 1

Genético

Genético
Expressao
Expressao

Expressao

Genético
Genético
Genético
Genético
Genético
Genético

Expressao
Expressao
Expressao
Expressao
Genético

Genético
Expressao

Genético

698

24
ND
106

30

156

130

265
186
47

ND
64
50

130

200

293
21

2321°

CSF

Soro

Pele
Soro

PBMC

Granulomas
Plasma

Soro
Lymphocytes
Plasma

Pele

Mais freqiente em RM
estavel
Diminuido na EM estavel

Presente

Diminuido
Correlacionado
positivamente ao epitopo
compartilhado
Aumentado apos uso de
MTX

Rara e fraca
Aumentado

Mais elevado nos
sobreviventes
Maior

Maior

Menor

Presente - 57% dos
pacientes

Associado com o melhor
progndstico

suscetibilidade

suscetibilidade

resposta ao MTX
resposta ao MTX

suscetibilidade

resposta ao MTX

suscetibilidade

suscetibilidade
suscetibilidade

suscetibilidade

-725 (rs1233334)

*105N
(rs41557518)
pb 14 (rs1704)
pb 14 (rs1704)

pb 14 (rs1704)
pb 14 (rs1704)
pb 14 (rs1704)
pb 14 (rs1704)
pb 14 (rs1704)
multiplo

pb 14 (rs1704)
pb 14 (rs1704)

GWS

Nenhuma associacédo
Nenhuma associacédo

Nenhuma associagéo
Del

Nenhuma associagao
Del/Del

Nenhuma associagéo
Nenhuma associacédo
Nenhuma asspciacéo
alleles 14bp-
containing (NS)

Ins
Ins/Del

Locus de HLA-G

[142]

[153]
[154]
[163]

[21]
[21]
[22]
[162]

[164]
[150]

[165]

[155]
[156]

[157]
[158]

[148]

@ Familias de 4 amostras diferentes ° criangas de 2 amostras diferentes ° familias; DC - doenga de Chron; LCR - Liquido Cerebrospinal; E - Epitopes GWS - varredura gendmica; LPS - lipopolissacarideos; RM - ressonancia magnética; EM — esclerose

multipla; MTX - Metotrexato; ND - ndo determinado; NS - ndo significativo; PBMC — células mononucleares do sangue periféric; RCU - retocolite ulcerativa.
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2.3 HLA-GeaAR

O numero de estudos versando sobre a prevaléncia e expressao de
polimorfismos de HLA-G também é limitado na AR. Em recente publicacao,
Verbruggen et al. identificaram niveis plasmaticos menores de HLA-G em pacientes
com AR em comparagao com individuos saudaveis. Assim, num primeiro momento
se concluiria que os niveis baixos de sHLA-G verificados nestes pacientes
traduziriam uma incapacidade de suprimir o surgimento de células autorreativas,
facilitando a instalacdo de uma doenga auto-imune. De maneira peculiar, no grupo
de pacientes portadores de epitopos compartilhados do complexo HLA associados a
doenca, especialmente HLA-DRB1*01, 04 e 10, foram detectados niveis mais altos
de sHLA-G. Tais niveis correlacionaram-se positivamente com pardmetros de
atividade de doenga, como proteina C reativa e numero de articulagbes
edemaciadas. Os autores postularam que baixo sHLA-G poderia contribuir para a
susceptibilidade da AR, enquanto que os niveis aumentados no grupo de pacientes
com fatores de mau prognéstico representariam mecanismos de defesa secundarios
eclodidos apds o inicio e perpetuacao da inflamacgao [163].

Até o momento, tentativas de encontrar uma associagdo genética entre
polimorfismos do HLA-G e susceptibilidade para AR ndo obtiveram sucesso [21,
162]. Em 2008, nosso grupo publicou estudo de casos e controles que incluiu 265
pacientes com AR e 356 controles saudaveis que foram genotipados para o
polimorfismo de 14 bp de HLA-G. Nenhuma diferenga nas freqiéncias alélicas e
genotipicas foram observadas entre pacientes e controles. Em andlise transversal,
também ndo encontramos correlacdo entre caracteristicas da doenca
(manifestagdes extra-articulares, subluxacdo atlanto-axial, escores de atividade
clinica e funcional e tempo de doenga) e o gendtipo. Neste estudo também foram

incluidos 106 pacientes portadores de Artrite Idiopatica Juvenil (AlJ). Curiosamente,



observamos uma associagao significativa entre o alelo de delecéo e susceptibilidade
para AlJ em meninas em comparagdo com controles do mesmo sexo (0.743 e 0.576,
respectivamente, P< 0.001). Os resultados suscitam que tais doengas tenham
elementos fisiopatogénicos diferentes entre si [162].

Outro campo de investigagado relacionado aos polimorfismos de 14bp de
HLA-G com potencial aplicabilidade na pratica terapéutica dos pacientes com AR ¢ a
farmacogenética. O MTX, principal DMCD, esta implicado no aumento de produgao
de IL-10 em pacientes portadores de AR e isto se correlaciona com melhor resposta
terapéutica [18]. E possivel que a IL-10 e o HLA-G ajam em conjunto na
imunossupressao de processos inflamatoérios in vivo e sejam fatores importantes na
suscetibilidade e no curso de doencgas inflamatdrias. A IL-10 induz a expressao de
HLA-G na superficie de mondécitos e, por sua vez, o sHLA-G parece estimular a
expressao de IL-10 em células mononucleares de sangue periférico (CMSP) [19,
20].

A estreita relacdo entre as moléculas de HLA-G e IL-10 também pode ser
ilustrada pelo trabalho de Rizzo et al. [166]. Nesse estudo, realizado em culturas de
CMSPs ativadas com lipopolissacarideos (LPS), os maiores niveis de IL-10 foram
observados no genétipo +14/+14 e os menores no gendtipo -14/-14. A secregao de
HLA-G5/sHLA-G1 foi precedida pela expressao de IL-10, o que pode indicar uma
retroalimentagao autdcrina. Tendo em vista que o gendtipo +14/+14 se associa com
transcritos de mMRNAs menos estaveis e menor producdo de sHLA-G, maiores niveis
de IL-10 seriam necessarios para secreg¢ao destas moléculas em comparagcdo com o
genodtipo -14/-14. Assim, os autores demonstraram pela primeira vez diferencas
funcionais ligadas ao polimorfismo de HLA-G em nivel celular.

Diante destes achados, os mesmos autores avaliaram a producao de sHLA-G
e IL-10 e sua relagdo com o polimorfismo de 14bp de HLA-G em 156 pacientes com
AR (tradados ou ndo com MTX). CMSPs de individuos higidos e pacientes

portadores de AR nao tratados previamente com MTX foram expostas a diferentes
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concentracoes de MTX e a producgao de IL-10 e sHLA-G foram dosadas por ensaios
imunoenzimaticos. O MTX claramente induziu a producdo de sHLA-G e houve
associagao estatisticamente significativa entre as concentragbes mais altas de
sHLA-G e o gendtipo -14/-14 bp. Pacientes que foram responsivos ao MTX (reducgao
de DAS > 0,6 a 1,2; medidos antes e apdés 6 meses de tratamento com MTX)
apresentaram mais frequentemente o gendtipo -14/-14 pb que o grupo nao
respondedor. Apesar do resultado consistente, o carater retrospectivo e as baixas
doses utilizadas de MTX (dose média 10,5 mg/semana) podem ter sido limitacoes
relevantes. E amplamente aceito que o metotrexato oral deva ser iniciado com 10-15
mg/semana, com o escalonamento de 5 mg cada 2-4 semanas até 20-30 mg /
semana, dependendo da resposta clinica e tolerabilidade [167].Adicionalmente, ao
verificar que a producdo de sHLA-G esteve correlacionada a resposta terapéutica,
os autores propuseram que este polimorfismo possa vir a ser um marcador de
resposta terapéutica nas fases iniciais da doenca e ressaltaram a necessidade de
confirmacao destes dados em estudos prospectivos em diferentes populagdes [21].
Contrapondo o resultado anterior, existem 2 trabalhos com resultados
negativos. Estudo que incluiu 130 pacientes com AR nao evidenciou diferenca
estatisticamente significativa na distribuicdo alélica ou genotipica nos escores de
DAS28 (= 3,2 ou > 3,2) nos pacientes em uso de MTX [22]. Os pacientes
apresentavam AR de longa duragéo (duracdo média de 10 anos) e foram expostos a
doses adequadas de MTX (dose média de 16,6 mg / semana, em nao-
respondedores). Diferentemente do trabalho de Rizzo et al. [21], a limitagdo deste
trabalho foi o delineamento transversal. Além deste aspecto, o tamanho da amostra
teve poder estatistico suficiente apenas para detectar uma diferenga muito grande
nas taxas de resposta entre os grupos de genétipos (30%). Por outro lado, a falta de
poder suficiente para tirar conclusdes definitivas € compartilhada pela maioria dos

estudos de farmacogenética na AR [168].
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Em 2010, Kooloos et al. publicaram estudo com desenho prospectivo
incluindo 186 pacientes portadores de RA e virgens de MTX [164]. Um dos critérios
de inclusdo foi a duragdo dos sintomas menor do que 2 anos. Os dados foram
obtidos a partir de uma subcoorte dos pacientes que participaram do estudo
multicéntrico Behandelstrategieen voor Reumatoide Artritis (BeSt). Os pacientes
respondedores foram definidos como aqueles que estavam recebendo MTX e
tinham um DAS de até 2,4 apds 6 meses de tratamento (boa resposta clinica), caso
contrario, os individuos foram considerados nao-respondedores. Além de +/-14 pb
HLA-G, outros polimorfismos funcionais testados foram DHFR 829C> T, ABCB1
3435C> T, ITPA IVS2 A 21 C> IMPDH2 787 C> T, TGFB1 869 T> C e TLR4 896 A >
G. Por fim, nenhuma associagao significativa destas variantes com eficacia foram
encontrados.

Em comparagdo com o estudo com resultados positivos, estes estudos
contraditérios podem refletir as diferengas interétnicas nas frequéncias do
polimorfismo estudado [169], o que pode influenciar o poder de estudos de
associagao. Outros fatores diversos (genéticos e outros) influentes em diferentes
populagdes podem modificar a expressao de um gene e levar a diferentes niveis de
associagao [170]. Além disso, os desfechos ainda n&o sao padronizados em estudos
de farmacogenética na AR, tornando-os dificilmente comparaveis.

Resumindo, a homozigose para a delegdo de 14pb do gene HLA-G pode ser
um potencial marcador de resposta ao MTX. Esta hipotese é reforgada pelas
consequéncias funcionais da interagdo da 14bp-polimorfismo HLA-G e MTX
mediada por IL-10, bem como pela existéncia de estudo clinico com resultado
positivo na literatura. Uma vez que o real papel deste polimorfismo ainda nao foi
bem estabelecido para predizer a resposta terapéutica ao MTX na AR, achados
positivos necessitam ser replicados em coortes independentes. Futuros estudos séo
necessarios para a identificagdo de perfis genéticos capazes de selecionar os

pacientes que sdo mais propensos a resposta adequada ao MTX.
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4 OBJETIVOS DO ESTUDO

4.1 Objetivo geral:

Estudar a distribuigdo alélica e genotipica do polimorfismo de 14 pb do HLA-

G numa coorte de pacientes com AR e controles normais.

4.2 Objetivos especificos:

1)

2)

3)

4)

Estudar as associagcbes das variantes alélicas do polimorfismo de 14 pb
do HLA-G com a resposta terapéutica ao MTX em pacientes com AR.
Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas de polimorfismo de 14 pb
do HLA-G em pacientes e controles e calcular a razdo de chances (odds
ratio) da presenga do alelo de insergao para o desenvolvimento de AR.
Estudar as associagbes das variantes alélicas do polimorfismo de 14 pb
do HLA-G com dados demograficos, presencga de fator reumatoide, idade
do diagnéstico da AR e presenga de doenga erosiva.

Estudar as associagbes das variantes alélicas do polimorfismo de 14 pb
do HLA-G com grau de atividade inflamatéria de doenca, capacidade

funcional e manifestagdes extra-articulares em pacientes dom AR.
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Short running title: HLA-G 14-bp polymorphism in RA and response to MTX

treatment.

ABSTRACT

Objectives: We sought to determine whether the 14-bp insertion/deletion
polymorphism in exon 8 of the HLA-G gene is associated with susceptibility to RA,
clinical features, or response to MTX therapy.

Methods: We determined the HLA-G 14-bp insertion/deletion polymorphism
genotypes in a prospective cohort of 309 consecutive RA patients and 294 healthy
controls, and looked for associations between genotype and clinical features of RA.
Multivariate analyses were performed to investigate the effect of homozygosity for
the -14/-14 bp genotype on changes in DAS28 in response to MTX therapy in a
subgroup of 188 RA patients.

Results: Among the 309 RA patients, no correlations were observed between allele
or genotype frequencies of the HLA-G gene polymorphism and clinical features,
including disease activity scores and functional scores. No significant differences
were observed in the genotype and allele frequencies between RA patients and
controls. In the subgroup evaluated for clinical response to MTX, we observed a
decrease in mean DAS28 over the course of the study. Furthermore, a better
response to MTX treatment, measured by adjusted mean of DAS28 change, was
observed in those patients with the HLA-G -14/-14-bp genotype, which was not
observed among other genotypes.

Conclusion: Homozygosity for the 14 bp deletion polymorphism within exon 8 of the
HLA-G gene was associated with a better response to MTX in a prospective cohort of
patients with RA. This is a promising genetic marker for predicting response to MTX

therapy in RA.
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Key words: HLA-G, 14-bp polymorphism, methotrexate, Rheumathoid Arthritis,

pharmacogenetics.

INTRODUCTION

Rheumatoid Arthritis (RA) is a chronic systemic inflammatory disease that can
lead to joint deformities and permanent physical disability. Onset is likely triggered by
environmental factors in susceptible individuals. While genes of the human leukocyte
antigen (HLA) system are clearly implicated in the etiology and pathogenesis of RA,
they explain less than 50% of the genetic contribution to disease susceptibility [1].
Moreover, HLA-DRB1, notably the *0401 and *0404 alleles, is associated with a
more severe phenotype in RA [2]. Consequently, a considerable number of potential
candidate non-HLA related genes have been investigated, but none improved the
prediction of the development of RA compared to prediction using clinical risk factors
alone in patients with undifferentiated arthritis [3].

Treatment of RA with disease modifying agents (DMARDS) is the cornerstone
of RA therapy to avoid joint deformity and permanent physical disability.
Methotrexate (MTX), a folate antagonist, is recognized worldwide as a relatively safe
and cost-effective first-line drug in RA management, although up to one-third of
patients fail to respond to MTX treatment, either because of inefficacy or adverse
events [4]. Variability in clinical response to MTX has lead to a search for predictive
markers that could be used to individualize and optimize RA therapy. Many
pharmacogenetic studies are based upon a gene's hypothetical relation to the
mechanism of MTX or to the inflammatory process in RA [5].

In recent years, a convincing body of scientific evidence has indicated that the
expression of human leukocyte antigen-G (HLA-G), a non-classical major
histocompatibility complex (MHC) class | molecule, plays a role in regulation of

inflammation in autoimmune diseases [6]. Polymorphisms in this gene, therefore, are
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reasonable candidates for susceptibility and pharmacogenetics studies in RA. The
HLA-G gene is well conserved, having few polymorphisms. Alternative splicing allows
the expression of both membrane-bound and soluble isoforms [7]. One HLA-G gene
polymorphism, a 14 bp insertion/deletion in exon 8 of the gene, might play a role in
mRNA stability [8]. Functionally, the +14bp (insertion) allele is associated with lower
HLA-G mRNA levels and, to some extent, with lower levels of soluble HLA-G (sHLA-
G), which is thought to have anti-inflammatory properties [9,10]. Recent studies
demonstrate that HLA-G is induced during the course of inflammatory conditions
such as myositic lesions [11], psoriatic lesions on skin [12], atopic dermatitis [13], and
multiple sclerosis [14].

Only a small number of studies have investigated HLA-G polymorphisms and
their association with rheumatic diseases. There have been no concrete studies
linking genetic variations in HLA-G and susceptibility to RA [15,16]. Still, one report
found that patient response to MTX was influenced by the HLA-G 14-bp
insertion/deletion genotype, with those homozygous for the deletion (-14/-14 bp
genotype) having the most favorable outcomes [16]. However, these results were not
reproduced in two other studies [17,18]. The hypothesis that MTX acts synergistically
with this deletion is based on reports that increased anti-inflammatory IL-10 serum
levels are related to an improved clinical result with MTX [19,20] and that IL-10
modulates HLA-G expression [21]. Previous work tested the effect of IL-10 on HLA-G
gene transcription and protein expression in peripheral blood monocytes, showing
that IL-10 can up-regulate HLA-G cell surface expression in this cell type. Induction
of HLA-G expression by IL-10 may thus play a role in down-regulation of the immune
response [22].

In the present work, we assessed the frequencies of the HLA-G 14-bp
insertion/deletion polymorphism in a cohort of RA patients and looked for

associations between genotype and clinical features of the disease. We also tested
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the hypothesis that the homozygous -14/-14 bp genotype is associated with better

clinical response to MTX alone or in combination with other DMARDs.

MATERIALS AND METHODS
Patients and controls

Between June 2007 and December 2009, we evaluated a total of 309
consecutive patients, over 18 years of age, diagnosed according to the American
College of Rheumatology’s criteria for the classification of Rheumatoid Arthritis (RA)
[23], as well as 294 healthy individuals from the same geographical area (Rio Grande
do Sul, Brazil) as a control group. Patients having another connective tissue disease,
other than secondary Sjogren syndrome, were excluded. Patients were followed at
the Rheumatology Outpatient Clinic of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre. The
disease activity score (DAS) and health assessment questionnaire (HAQ) [24] were
assessed during study period. At each visit, clinical assessment consisted of swollen
joint counts (SJC) and tender joint counts(TJC) at 28 joints, pain visual analogue
scale (VAS), evaluator global assessment (EGA) and patient global assessment
(PGA) of disease activity by VAS, HAQ, morning stiffness (MS) and erythrocyte
sedimentation rate (ESR).

The patient’s disease activity was measured by DAS28 (disease activity score
utilizing the 28 joint count) and CDAI (clinical disease activity index), using the
following formulas [25,26]: DAS28 = (0.56 x TJC"?) + (0.28 x SJC"?) + (0.7 x In
[ESR]) + (0.014 x PGA [in mm]), and CDAI = TJC + SJC + EGA [cm] + PGA [cm].
Patients had their medical records reviewed for further clinical and radiographic data.
Clinical data included atlantoaxial subluxation and extra-articular (EA) manifestations
(rheumatoid nodules, amyloidosis, vasculitis, pneumonitis and episcleritis). Erosive
disease was characterized by the presence of erosions in any of the hands and feet

X-rays.
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To assess the effect of the HLA-G 14-bp insertion/deletion polymorphism on
MTX response, a subgroup of 188 consecutive patients with active disease (CDAI >
2.8) under routine care from the patient cohort were selected. Patients were followed
prospectively for a mean of 14 months (x 5.29 months), with evaluations by a
rheumatologist every 3-4 months until 4 visits were completed. Patients were
submitted to therapeutic decisions based on disease activity scores at each visit.
Treatment was adjusted based on the DAS28, aiming at remission (DAS28 < 2.6) or
at least low disease activity (DAS28 < 3.2). At every visit, patients with persisting
disease activity received an escalation of their treatment according to a step-up
intensive strategy. Protocol for escalation of disease-modifying antirheumatic therapy
was defined as follows: patients on sulfasalazine (SSZ) or MTX monotherapy had
dose raised until maximum tolerated (SSZ increasing to target dose of 3000 mg per
day; MTX increasing to target dose of 25 mg per week); patients on optimal doses of
antimalarial drugs (hydroxychloroquine 400 mg or chloroquine diphosphate 250 mg
per day) or SSZ monotherapy had MTX added or scheme was switched to triple
therapy; patients on optimal doses of MTX had leflunomide added to treatment.
Parenteral MTX was used only in cases of intolerance to oral doses. In cases of
adverse drug events, MTX was maintained at the highest tolerated dose. If MTX was
ineffective or not tolerated at all, the patient was treated with other DMARD. At every
visit, adverse events, use of steroids, DMARD switch, or dosage modifications due to
side effects or lack of efficacy were recorded. Some patients with severe disease
(DAS28 > 5.1) were prescribed anti-TNF alpha, after which, scores were no longer
recorded.

This study was approved by the Ethics Committee in Research of the HCPA
and all participants gave informed consent.

PCR amplification of exon 8 of the HLA-G gene and genotypingDNA was
isolated from peripheral blood cells using a salting out method [27]. HLA-G

genotyping was performed as previously described [28]. Briefly, 100 ng of genomic
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DNA was amplified in a 25 pl reaction, with final concentrations as follows: 1X PCR
buffer, 0.2 mM dNTP 0.2, 1.5 mM MgCl,, 0.75 U Taq DNA polymerase, and 10 pmol
of each primer (GE14HLAG — 5- GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCAC C, RHG4 —
5’- GGAAGGAATGCAGTTCAGCATGA). Thermocycling conditions were 94 C for 2
m, 35 cycles of 94 C for 30 s, 64 C for 60 s and 72 C for 60 s, with a final extension
at 72 C for 10 minutes. The amplified PCR products were visualized using 6%
polyacrylamide gel stained with ethidium bromide. The amplicon sizes were 224 bp
for the +14-bp (insertion) allele and 210 bp for the -14-bp (deletion) allele.

Statistical analysis:

HLA-G genotypic frequencies were compared to Hardy—Weinberg
expectations using Chi-Square tests. HLA-G allelic frequencies and HLA-G
genotypes of RA patients and controls were compared using the Chi-square test
(with Yates correction when necessary) or Fisher's Exact Test. Relative risks were
estimated by the odds ratio (OR). Group comparisons for other categorical variables
were analyzed by Chi-square test. Group comparisons for continuous variables were
analyzed by one-way ANOVA, paired Student’s t-tests, or Wilcoxon's rank sum test.
The cumulative inflammatory burden was estimated by the time integrated DAS28,
calculated using area under the curve (AUC) [29].

For clinical response analysis, the primary outcome measure was change in
DAS28 between baseline and visit 4. Multivariate analyses using analysis of
covariance (ANCOVA) were performed to investigate the effect of homozygosity for
the -14 bp HLA-G allele and MTX use on changes in DAS28. For the purposes of this
analysis, the recorded DAS28 on visit 4 were used whether patients had
discontinued DMARD therapy or not. In addition to gender and age, analyses were
adjusted for known clinical predictors of response [30] such as RA duration, baseline
ESR, DAS28, HAQ, number of concurrent DMARDs, MTX dose, and corticosteroid
use. Variables were tested using a Kolmogorov-Smirnov test and none of them

required transformation to reach normality. The significance level was set at a = 0.05
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(two-tailed) and all statistical analyses were performed with SPSS 16.0 (SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA) and winPEPI [31].

RESULTS
Clinical features and HLA-G genotypes

Physical and clinical characteristics of the 309 RA patients are given in Table
1. We observed no significant differences in the genotype and allele frequencies of
the HLA-G 14-bp insertion/deletion polymorphism between RA patients and controls
(p = 0.744 and 0.683, respectively) (Table 2). Both control and RA patient groups
were in Hardy-Weinberg equilibrium (data not shown). We then investigated whether
the HLA-G 14-bp insertion/deletion polymorphism had any correlation with RA clinical
features. There was no relationship between HLA-G alleles and clinical features
evaluated in this study. No significant differences were observed among the AUC or
means for DAS28 or HAQ scores for each genotype (Table 1).

Clinical response to MTX treatment and correlation with HLA-G genotype

A subgroup of 188 RA patients was followed for a mean of 14 months to
evaluate clinical response to MTX treatment aimed at reduction of DAS28. Disease
activity and treatment characteristics are presented in Table 3. In the final visit, 15
patients did not have ESR data to calculate final DAS28 score. We observed a
general decrease in disease activity scores over the course of the study. The mean
DAS28 value decreased from 5.0 to 4.2 (p<0.001). The median values of individual
parameters of disease activity were statistically significantly improved compared to
baseline, except for ESR (Table 3).

Treatment characteristics during the study were comparable in most drug
choices and combinations (Table 3). The percentage of patients using MTX was not
statistically significantly different between baseline (78.7%) and final (83.5%) visit (p
= 0.292), however the mean MTX dose in mg increased over the course of the study
from 14.7 to 17.4 (p < 0.001). By the end of follow-up, 31 (16.5%) patients were not
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on MTX treatment, because achieved remission with another DMARD. None of the
patients discontinued MTX due to adverse events. Additional difference in DMARD
treatment observed over the course of the study were percentage of patients using
leflunomide (5% at baseline vs. 22% at final visit; p < 0.001).

For the clinical response analysis, a preliminary model were constructed using
gender, age, RA duration, baseline DAS28 and HAQ, number of concurrent
DMARDs, MTX and corticosteroid use as independent variables, with changes in
DAS28 as dependent variable and used to identify independent predictors of
response to intervention. The constructed model was significantly associated with
DAS28 reduction (adjusted R? = 0.343; p < 0.001) and the only clinical independent
predictor of response was baseline DAS28 (semi-partial R?= 0.231; p < 0.001). Thus,
in subsequent analysis, adjustments were made for baseline DAS28.

To evaluate the existence of an interaction between the homozygosity for the
HLA-G 14 bp deletion allele (-14/-14 genotype) and MTX use, the presence of
homozygosity for the HLA-G 14 bp deletion allele (-14/-14 genotype) and MTX use
were added to the model as independent variables together with gender. Age and
baseline DAS28 were maintained as covariates. The model was not only statistically
significantly associated with DAS28 change (adjusted R* = 0.353; p < 0.001), but it
also correlated with baseline DAS28 (semi-partial R? = 0.261; p < 0.001), gender
(semi-partial R? = 0.034; p = 0.003), and the interaction between -14/-14 genotype
and MTX use (semi-partial R> = 0.017; p = 0.031) as independent predictors of
response (Table 4). To assess the effects of MTX use in DAS28 response for each
genotype, the same analysis was conducted with stratification by the presence of the
-14/-14 genotype. Gender, MTX use, age and baseline DAS28 were included as
independent variables. In the subgroup with the -14/-14 genotype, there was a trend
for a more pronounced reduction in DAS28 among MTX treated patients (-1.41£0.3 vs.
-0.4+0.5; p=0.071). This enhanced MTX effect was not observed in the other

genotypes (see Table 4 for details).
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DISCUSSION

In the present study, we observed an association between the homozygosity -
14/-14 HLA-G genotype and response to a MTX treatment intensive strategy aimed
at decreasing disease activity score (DAS28) in RA patients. This is the first report of
a positive interaction between this polymorphism and MTX response in a RA
prospective cohort. It is worth emphasizing that this cohort only included patients not
treated with this strategy before and that overall, most patients, regardless of HLA-G
genotype, had a decrease in disease activity scores at the end of the study
compared to baseline. Since the authors conducted the study within a standard
clinical setting, the CDAI score was used as the inclusion criteria, because it is
generally more available at the moment of the visit [32]. The disease activity score
steered treatment approach is currently being used successfully worldwide and is
supported by numerous studies [33]. Thus, the intervention in our study was a treat-
to-target strategy using MTX as the anchor drug, instead of MTX monotherapy or
combination, which bring findings closer to daily practice.

Other than genetics as factors for drug response, demographic and clinical
characteristics of patients are important in association studies [5]. In order to better
clarify the role of the interaction of MTX use and homozygosity for the HLA-G 14 bp
deletion allele, a multivariate modeling approach adjusted for potential confounding
factors was used. In order to investigate association between DAS28 change and
baseline factors, a preliminary model were constructed adjusting for known predictors
of response, such as gender, age, RA duration, baseline ESR, DAS28 and HAQ,
number of concurrent DMARDSs, and MTX and corticosteroid use. In that model, only
baseline activity score and gender were independently associated with MTX
response. Unexpectedly, HAQ scores were not an independent factor for MTX
response in our cohort, which was not in accordance with previous works [30] and

might reflect the presence of long standing RA in most patients in the cohort.
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In this study, we chose to use change in DAS28 from baseline, rather than
European League Against Rheumatism (EULAR) response criteria, to assess
treatment effectiveness. This continuous endpoint enhanced the ability of the study to
detect an association between the HLA-G polymorphism and MTX response and had
been used in other RA pharmacogenetic studies [34]. The multivariate analysis
explained approximately 1/3 of the variance in drug response and pointed out the
statistically significant effects of baseline DAS28, gender, and the interaction
between homozygosity for the HLA-G 14 bp deletion and MTX use as independent
predictors of response. When population was stratified by genotype, we observed a
trend in adjusted means of DAS28 change discriminated by MTX use in the subgroup
of those with the -14/-14 bp genotype, which did not occur in the other genotypes.
These results suggest that MTX effect may be boosted in those homozygous for the
HLA-G 14 bp deletion polymorphism.

The data in the models only account for a small proportion of the changes in
the DAS28 compared to baseline, therefore, it is likely that other genetic and clinical
factors act in concert with the HLA-G polymorphism in determining outcome in RA.
Indeed, pharmacogenetics is comparable to the genetics of complex diseases. In
both cases, several proteins are involved in drug response, and variations in several
genes all contribute to the overall variability observed clinically [35].

One prior study has also reported an association between MTX treatment
response and the HLA-G 14 bp insertion/deletion polymorphism [16], observing a
higher frequency of the -14/-14 bp genotype in the MTX responder group. Although
these results are in accordance with ours, there are several differences between
studies, such as treatment strategy and duration of disease. Contrary to our results,
there are two studies that reported no association between MTX response and the
HLA-G gene 14 bp insertion/deletion polymorphism [17,18]. In addition to variations
in study design, these conflicting studies may reflect ethnic differences in the

populations in which the polymorphism was studied [36]. Background factors (genetic
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and otherwise) among different populations can modify the expression of a gene and
lead to different levels of association [37]. Moreover, clinical end-points are not
standardized in pharmacogenetics studies in RA, making them hardly comparable.

We must point out certain methodological issues that influence the
interpretation of the present results. We included patients with active RA irrespective
of ongoing MTX use at baseline, rather than MTX-naive only, which could have
caused a bias toward the inclusion of MTX non-responders. If this occurred, it would
generate a bias against our hypothesis (eg. harder to achieve therapeutic response
in active patients previously exposed to MTX). Still, we think this would be a major
problem in assessing side effects of MTX, which does not pertain to the scope of this
work, because most patients demonstrating adverse events would have had
discontinued drug before entering the study. Another possible limitation of this study
is related to the statistical analysis. Since this is the first prospective study focusing
exclusively on the interaction between the HLA-G gene 14 bp insertion/deletion
polymorphism and MTX response in RA, no adjustments for multiple testing using the
Bonferroni method were made. In this case, the chance of our results being a false-
positive (type 1 error) are not negligible and the observed association between the -
14/-14 bp genotype and MTX therapeutic response should remain a hypothesis
requiring validation in larger cohorts. However, lack of sufficient power to draw
definitive conclusions is shared by most pharmacogenetics studies in RA [17], and
the systematic application of conservative correction tests may jeopardize the
identification of modest effects of potential biomarkers in this emerging field of
rheumatology.

Finally, the HLA-G gene 14 bp insertion/deletion polymorphism does not seem
to be implicated in susceptibility to RA, as no differences were observed between
genotype and allele frequencies among the RA patients cohort and controls. No
associations with disease phenotype, such as EA manifestations or disease activity

scores, were found either. This finding is in accordance with previous results [15,16].
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Despite this, we cannot rule out the possibility of involvement of other HLA-G gene
polymorphisms with RA, since mechanisms underlying HLA-G expression remain
largely unknown.

In summary, we observed that homozygosity for the HLA-G gene 14-bp
deletion polymorphism was independently associated with a better response to MTX
in a prospective cohort of patients with RA. Future studies of larger cohorts may lead

to the identification of genetic profiles that allow optimal response to MTX.
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Table 1. Demographic and clinical features of 309 patients with RA and genotypic

distribution of the 14 bp polymorphism of HLA-G.*

RA patients Genotypic distribution among RA patients

Total +14bp/+14bp +14bp/-14bp -14bp/-14bp

Characteristics n=309 (%) n=55 (%) n=153 (%) n=101 (%) P§

Female 249 (80.6) 41 (74.5) 121 (79.1) 87 (86.1) 0.174
Age, years # 60.6+124 629+124 594+120 61.2+13.0 0.184
Age of diagnosis # 459+7.4 473 +126 441137 4477 +13.7 0.080
Duration of diagnosis # 147174 156 +6.7 153177 134+7.3 0.09
RF positivity 267 (86.4) 50 (90.9) 127 (83.0) 90 (89.1) 0.214
Erosions 273 (88.3) 46 (83.6) 138 (90.2) 89(88.1) 0.428
Atlantoaxial subluxation 32 (10.6) 9(16.4) 17 (11.4) 6 (6.1) 0.128
Rheumatoid nodules 64 (21.2) 15 (27.3) 28 (18.8) 21(21.4) 0.420
EA manifestations 83 (27.5) 19 (34.5) 39 (26.2) 25(25.5) 0.428
DAS28 (AUC) # 46.9+157 46.2+157 46.6+159 476153 0.850
HAQ (AUC) # 14.7+10.0 143195 144+93 154+11.2 0.755
DAS28 # 39+13 3.8+1.3 3.8+1.3 40+£13 0.750
HAQ # 1.2+0.75 1.19+0.8 1.2+0.8 1.2+0.7 0.944

*Data are presented as number (percentage) of patients, except when indicated otherwise. §

Comparisons between each genotypic group using Chi-square test or ANCOVA). # Values

are presented as mean (standard deviation). RF, rheumatoid factor, EA, extraarticular;

DAS28, disease activity score; HAQ, Health Assessment Questionnaire; RA, rheumatoid

arthritis.
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Table 2. Frequencies of the genotypes and alleles of the 14bp polymorphism of

HLA-G in patients with rheumatoid arthritis (RA) and controls.*

P (Overall)
Variables RA patients  Control subjects OR (95% CI) § P
§
Genotypes n=309 (%) n=294 (%)
+14bp/+14bp 55 (17.8) 53 (18.03) - -
+14bp/-14bp 153 (49.51) 137 (46.6) 1.08 (0.68 —1.72) 0.83
-14bp/-14bp 101 (32.69) 104 (29.4) 0.744 0.94 (0.57 - 1.53) 0.87
Alleles n=618 (%) n=588 (%)
+14bp 263 (42.56) 243 (41.33)
-14bp 355 (57.44) 345 (58.67) 0.683 0.95(0.75-1.20) 0.71

*Data are presented as number (percentage). § Chi-square test.
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Table 3. Clinical features of patients with RA in baseline and after MTX based treat-

to-target strategy.¥

RA patients
n=188
Baseline Visit 4 P§
Clinical characteristics
CDAI ¥ 21.3(12.0-30.2) 12.8(6.0-22.4) <0.001*
DAS28 # 50+1.4 42+14 <0.001*
Swollen joint count ¥ 4.00 (1.0-8.0) 2.00 (0.0-4.0) <0.001*
Tender joint count ¥ 8.00 (2.0-12.0) 3.0 (1.0-9.0) <0.001*
Erythrocyte sedimentation rate ¥ 26.0 (14.0-39.0) 23.0(12.0-40.8) 0.218

Physician’s assessment of disease
40.0 (18.0-61.0) 30.0 (12.0-56.0)  0.02*

activity ¥
Patient’'s assessment of disease activity ¥ 45.0 (23.0-75.0) 38.0 (20.0-62.0) 0.01*
Patient’s assessment of pain ¥ 54.0 (30.0-77.0) 49.0(28.0-75.0) 0.007*
Treatment characteristics
MTX no. (%) 148 (78.7) 157 (83.5) 0.292
Mean MTX dosage (mg) # 14.7 4 .8 17447 <0.001*
Concurrent DMARD treatment. no. (%) 82 (43.6) 88 (46.8) 0.604
Antimalarial drugs 51 (27.1) 37 (19.7) 0.113
Sulfasalazine 9 (4.8) 7(3.7) 0.799
Triple therapy 17 (9.0) 22 (11.7) 0.499
Leflunomide 5(2.7) 22 (11.7) <0.001*
MTX monotherapy no. (%) 66 (35.1) 69 (36.7) 0.830
Other DMARDs monotherapy no. (%) 34 (18.1) 24 (12.7) 0.198
No DMARDSs no. (%) 6 (3.2) 7(3.7) 1.000
Low-dose corticosteroid treatment, no.
113 (60.1) 118 (72.7) 0.672
(%)
Corticosteroid dose (mg) 5.0 (0-10.0) 5.0 (0-10.0) 0.039*

¥ Data are presented as number (percentage) of patients, except when indicated otherwise. §
Paired T test, Mann-Whitney'’s test, or xz test. T Values are presented with median,

percentiles 25 and 75. # Data are presented with mean and standard deviation. *P < 0.05.
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Table 4. Multivariate analyses for disease activity scores changes.

Mean DAS28 change

Genotypes MTX treated Non-MTX treated P*
-14bp/-14bp | n=55 n=7
0.071
-1.410.3 -0.4+0.5
Others n=99 n=12
0.496
-1.110.2 -1.310.4
All ¥ n=154 n=19
0.155
-1.2£0.1 -0.7 £0.3

Data are presented as meanstSE. * P values for “MTX use” as predictor of response; § P
significance and adjusted means were obtained in ANCOVA model stratified by the presence
of homozygosis for deletion in the HLA-G 14 pb polymorphism with sex, and MTX use as
factors and age and baseline DAS28 as covariates; ¥ P significance and adjusted means
were obtained in the ANCOVA model adding homozygosis for deletion in the HLA-G 14 pb

polymorphism as factor without stratification.
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6 CONSIDERACOES GERAIS

Neste trabalho verificamos que a ocorréncia de homozigose para delecao de
14 pb no gene HLA-G foi independentemente associada com melhor resposta ao
MTX em uma coorte prospectiva de pacientes com AR do sul do Brasil. Os achados
trazem a luz um promissor marcador genético que precisa ser replicado em coortes
independentes maiores. Maior numero de estudos € necessario para que se possam
identificar perfis genéticos capazes de selecionar individualmente os pacientes mais

propensos a respostas 6timas ao MTX.

Com relacdo a suscetibilidade e fendtipos, ndo encontramos associacao
estatisticamente significativa do polimorfismo de inser¢cao/delecao de 14 pb de HLA-
G com dados demograficos ou manifestagdes clinicas, tais como doenga extra-
articular, erosoes e atividade inflamatéria da doenca. Também nao verificamos um

risco maior de desenvolver AR naqueles pacientes portadores de alelos variantes.

A linha de pesquisa de imunogenética da AR sera mantida no ambulatério do
servico de reumatologia do HCPA. Novos projetos dentro da proépria instituicdo estao
em andamento em parceria com o Departamento de Genética da UFRGS. Também
estamos participando de um projeto multicéntrico em nivel nacional com a
participagao de 8 universidades que tem plano de estabelecer um banco de material

genético que seja representativo da populacao brasileira.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese de doutorado é fruto de trabalho desenvolvido no
ambulatério de artrite reumatéide do servigo de reumatologia do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre criado como parte das atividades do mestrado do autor com o
auxilio de professores, colegas e bolsistas de iniciacao cientifica da Faculdade de
Medicina da UFRGS. A dissertacdo foi defendida no programa de pés-graduagao em
ciéncias médicas da UFRGS em 2006, sob orientacdo do Prof. Ricardo Machado
Xavier. Desde entdo, os dados coletados da coorte de pacientes gerada
possibilitaram a realizacdo de 3 teses de mestrado e a atual tese de doutorado.
Desde 2007, o doutorando foi autor/co-autor de 10 publicagdes internacionais e
diversos trabalhos cientificos apresentados em congressos nacionais e
internacionais.

O atual trabalho cientifico é parte de linha de pesquisa denominada de
“Imunogenética das doencgas reumatoldgicas” desenvolvida em parceria com o grupo
de pesquisa do Prof. José Artur Chies do Departamento de Genética da UFRGS.
Esta colaboragado possibilitou a constituicdo de um banco de material genético de
pacientes portadores de AR e vem sendo utilizado em projetos interinstitucionais no
estado e no pais.

Artigos publicados pelo durante o programa de pés-graduacio:

1: Scherer S, de Souza TB, de Paoli J, Brenol CV, Xavier RM, Brenol JC, Chies JA,
Simon D. Matrix metalloproteinase gene polymorphisms in patients with rheumatoid
arthritis. Rheumatol Int. 2010 Jan;30(3):369-73. Epub 2009 Jun 6. PubMed

PMID:19504098.
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2: de Souza TB, Mentz EF, Brenol CV, Xavier RM, Brenol JC, Chies JA, Simon
D.Association between the aggrecan gene and rheumatoid arthritis. J Rheumatol.

2008 Dec;35(12):2325-8. Epub 2008 Nov 1. PubMed PMID: 19004047 .

3: Souza LS, Machado SH, Brenol CV, Brenol JC, Xavier RM. Growth velocity
andinterleukin 6 concentrations in juvenile idiopathic arthritis. J Rheumatol. 2008

Nov;35(11):2265-71. Epub 2008 Oct 1. PubMed PMID: 18843772.

4: Brenol CV, Chies JA, Brenol JC, Monticielo OA, Franciscatto P, Birriel F,Neves
AG, Xavier RM. Endothelial nitric oxide synthase T-786C polymorphism inrheumatoid
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Feb;28(2):201-5. Epub 2008 Oct 2. PubMed PMID: 18830734.

5: Oliveira PG, Brenol CV, Edelweiss MI, Brenol JC, Petronilho F, Roesler R, Dal-
Pizzol F, Schwartsmann G, Xavier RM. Effects of an antagonist of the
bombesin/gastrin-releasing peptide receptor on complete Freund's adjuvant-induced
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6: Veit TD, Vianna P, Scheibel I, Brenol CV, Brenol JC, Xavier RM, Delgado-Cafedo
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APENDICES

7.1 PROTOCOLO DO AMBULATORIO DE ARTRITE
REUMATOIDE

PRIMEIRA CONSULTA Data:__/__ / COLETOUDNA? Data: /|

Identificacao:

Nome:

Pont. I Cor: 1branco 2negro 3 amarelo
Sexo: 1M 2F DN:._ [/ [ Idade:

Dados da AR:

Inicio dos sintomas : / més / ano

Data do diagnéstico: / més / ano

Critérios Diagnésticos Preenchidos:
Critérios revisados de Classificacdo da Artrite Reumatdide do Colégio Americano de

Reumatologia (ACR)1987 (21).

1) Rigidez matinal: Rigidez matinal periarticular ou articular com duragéo de pelo menos
uma hora antes da melhora maxima possivel,;

2) Artrite em 3 ou mais areas articulares: pelo menos trés areas articulares devem
apresentar artrite ou o derrame articular observados por um médico. As 14 areas
possiveis sdo: direitas ou esquerdas: IFP, MCF, punho, cotovelo, joelho, tornozelo, e
MTF.

3) Artrite nas articulagdes das méos em pelo menos uma das seguintes areas: punho,
MCF ou IFP com inflamacgao

4) Artrite simétrica: Comprometimento simultdneo das mesmas areas articulares (como
definidas em 2) em ambos os lados do corpo (o comprometimento bilateral de IFP,

MCF, o MTF é aceitavel sem simetria absoluta.
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5) Nodulos reumatéides: Noédulos subcutdneos sobre as proeminéncias oOsseas, ou
superficies extensoras ou em regides periarticulares, observados por um médico.

6) Fator reumatoéide sérico positivo.

7) Alteragbes ao exame radiografico: alteragbes tipicas da AR nas mé&os ou punhos,

incluindo erosdes ou osteopenia periarticular.

Para a classificagdo de um paciente como portador de AR é necessaria a presenga de quatro
dos sete critérios. Os critérios 1 a 4 devem estar presentes durante pelo menos quatro semanas.
Os pacientes com outros diagndsticos clinicos n&o s&o excluidos.

IFP: interfalangeana proximal, MCF: metacarpofalangeana, MTF: metatarsofalangeana.

HAQ: DAS28:

Fator Reumatoide: 1 positivo 2 negativo  persistentemente positivo 1S 2N

Titulo mais alto: (nefelometria) (latex)

Classe Funcional da AR:
I. capacidade para atividades diarias usuais
Il. capacidade para auto-cuidados e atividades no trabalho, mas limitado no lazer
lll. capacidade para auto-cuidados, as limitado no trabalho e lazer

IV. limitagdo nos auto-cuidados

Manifestacdes Extra-Articulares:

vasculite pele ( ) vasculite sistémica ( ) nédulos reumatoides ( ) Felty ( ) Amiloidose (

) pneumonite ( ) episclerite ( ) pericardite ( ) subluxacdo atlanto-axial ( )

Tratamento Farmacolégico Prévio:
1) glicocorticoide: 1S 2N dose: periodo:

2) metotrexato: 1S 2N  dose: periodo:
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3) difosfato de cloroquina: 1S 2N  dose:

4) hidroxicloroquina: 1S 2N dose:
5) sulfasalazina: 1S 2N dose:
6) azatioprina: 1S 2N  dose:

7) leflunomide: 1S 2N  dose:

8) bioldgico: 1S 2N qual?

9) AINE: 1S 2N

Suspendeu por:

Falha (1) () ()()

Toxicidade

() Qual?

() Qual?

() Qual?

() Qual?

A — Maculopatia
B — Hepatica

C — Hematoldgica
D - Infecgao

E — Renal

F — Gastrointestinal

periodo:
periodo:

periodo:

periodo:
periodo:
Periodo:

Periodo:

99



7.2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO

AVALIACAO DE POLIMORFISMO DE INSERCAO/DELECAO DE 14 PB DO GENE HLA-G NA EXPRESSAO

CLINICA E RESPOSTA TERAPEUTICA AO METOTREXATO NA ARTRITE REUMATOIDE

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

Os portadores de artrite reumatdide necessitam de marcadores genéticos que
indiquem qual a melhor opgdo de tratamento para cada paciente. Isto é de grande
importancia com relagdo ao metotrexato, que é a droga mais usada nesta doencga.

Este estudo estd sendo realizado para tentar identificar os fatores genéticos que

determinam melhor resposta ao tratamento em pessoas com artrite.

DE QUE CONSTA O ESTUDO?

Sera coletada uma amostra de sangue. O exame de sangue sera destinado a
avaliagédo genética e so sera utilizado para a analise genética do trabalho em questdo. O uso
dessa parte do sangue para quaisquer outras finalidades é vetado. Serao realizados historia
clinica, questionario para verificacdo da capacidade de fungdo das articulagdes e exame

fisico, bem como coletados exames laboratoriais para avaliar a resposta ao tratamento.

QUAIS SAO AS VANTAGENS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO?
1. Avaliar a atividade da doenga de cada paciente, permitindo ajustes para um melhor
controle da mesma.
2. Colaborar para o avango e progresso do conhecimento sobre a artrite reumatodide e

sobre seu tratamento.

QUAIS SAO AS DESVANTAGENS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO?
1.  Comparecer ao hospital
2. Realizar puncdo venosa para coleta de sangue, podendo causar dor temporéria e

colecao de sangue na pele (equimose ou hematoma)
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DADOS RELATIVOS A PROTEGAO DO PACIENTE

A. Os dados coletados neste estudo sdo confidenciais, € ndo serdo revelados dados que
permitam identificar os pacientes em hipétese alguma.

B. A adesdo ao estudo é voluntaria, ou seja, cada paciente é livre para decidir ndo
participar.

C. A decisao de nao participar nao interferira no acompanhamento normal dos pacientes no
Ambulatério, na Emergéncia nem na Internagéo do Hospital de Clinicas

D. O paciente é livre para desistir em qualquer momento do estudo, sem necessidade de

fornecer justificativa.

COMPREENSAO E AUTORIZACAO

Tendo compreendido as informagbes do presente termo de consentimento e
concordado com elas, assinala com um X apenas uma das opgdes abaixo:

() Autorizo o uso dos dados desta pesquisa para analise genética do polimorfismo
de 14 pb do gene do HLA-G e avaliagéo da atividade da doenga.

Paciente:

Registro: Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Porto Alegre, de de 200__.

Pesquisadores responsaveis: Prof. Dr. Ricardo Machado Xavier
Tel: (051) 3359 8340; FAX: (051) 3331 3834

Claiton Brenol

Tel: (051) 9916 6026

Comité de Pesquisa e Etica em Saude:

Telefone: (051) 3359 8304
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