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LISTA DE ABREVIATURAS

AR — artrite reumatéide

DCV - doenca cardiovascular

DE - disfuncgao edotelial
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ECV — evento cardiovascular

eNOS - endothelial nitric oxide synthase - 6xido nitrico sintase endotelial
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IFN-a — interferon-alfa

IFN-y — interferon-gama
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iINOS — inducible nitric oxide synthase - 6xido nitrico sintase indutivel
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RCV - risco cardiovascular
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TNF-a — tumor necrosis factor-alfa — fator de necrose tumoral-alfa
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FIGURA E TABELA

Figura 1. Organizacdo do gene da eNOS e localizagdo dos polimorfismo mais
estudados (indicado nos retangulos). A linha superior indica a escala em kilobases.

O gene da eNOS é composto por 26 exons. Adaptado de Tanus et al, 2001(111).

Tabela 1. Associagbes entre polimorfismos do gene da eNOS e doengas
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2 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca sistémica inflamatéria de etiologia auto-
imune (1). Caracteriza-se basicamente por sinovite cronica, simétrica e erosiva
preferencialmente de articulagbes periféricas e a maioria dos pacientes apresenta fator
reumatoide positivo. Apesar de provaveis fatores ambientais deflagrarem o inicio da
doenga, a existéncia do componente genético na etiopatogénese da AR é clara (2). Os
genes relacionados ao HLA (human leukocyte antigen) explicam menos de 50% da
contribuigao genética para suscetibilidade a AR (3). Além do maior risco de desenvolver
AR, os polimorfismos do HLA-DR de classe Il sdo relacionados a um pior progndéstico
(4). Assim, a identificacdo de novos genes associados a suscetibilidade e gravidade da
AR é um desafio importante.

Pacientes portadores de AR tém uma sobrevida menor do que a da populagao
em geral. A expectativa de vida pode diminuir de 3 a 10 anos dependendo da gravidade
e da idade de inicio da doenga (5). A principal causa de morte em pacientes com AR é a
doencga cardiovascular (DCV). Além disso, a mortalidade por DCV é maior na AR em
comparagao com a populagdo em geral (6-8).

A disfuncédo do endotélio é caracterizada pela perda das suas propriedades de
vasodilatagdo, anticoagulagédo ou antiinflamatérias (9). A disfungao endotelial (DE) tem
sido reportada em diversos estudos na AR (10-16). A DE é, em grande parte, gerada
pela reducdo da biodisponibilidade de 6xido nitrico (ON) no endotélio. A presenca de
disfuncdo endotelial é diretamente relacionada a um risco aumentado para
aterosclerose coronariana (17-19), a gravidade de doenga coronariana (17) e a doenga
coronariana em pacientes jovens (19).

Como a regulagao da produgao de 6xido nitrico no endotélio se da através da

expressao da oxido nitrico sintase endotelial, o gene codificador de tal enzima, eNOS
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(endothelial nitric oxide synthase), € um potencial candidato para suscetibilidade de
doencga aterosclerotica (20). Recente meta-analise que incluiu 26 estudos de casos e
controles verificou a associacdo entre doenca coronariana aterosclerética e
polimorfismos de eNOS. As homozigoses para os alelos Asp298 e alelo “a” dos VNTRs
(variable number of tandem repeats) do intron 4, bem como o polimorfismo T-786C,
estiveram associados a presenca de doenga cardiaca isquémica (21, 22).

Além da AR, outras doencas reumatoldogicas, como o lUpus eritematoso
sistémico (LES), tém mortalidade cardiovascular aumentada com relagdo a populagéo
da mesma faixa etaria (23). Outras doengas reumatoldgicas também apresentam DE, e
os polimorfismos da eNOS foram associados com Behget, arterite de células gigantes,
esclerose sistémica e LES (24-27).

Com base nos dados disponiveis, ndo é possivel explicar o excesso de risco
cardiovascular em portadores de AR através dos fatores de risco convencionais (28,
29). Além disso, manifestagdes extra-articulares e marcadores de inflamagao sistémica
conferem risco adicional para aterosclerose e morte cardiovascular entre pacientes com
AR, mesmo apds o controle de fatores de risco cardiovascular tradicionais e
comorbidades (29, 30). Assim, por suas associagbes com aterosclerose e outras
doencgas inflamatérias crbnicas, os polimorfismos da oxido nitrico sintase endotelial
constituem plausiveis genes candidatos para suscetibilidade e marcadores fenotipicos
da AR.

O objetivo do presente estudo ¢é investigar a associagao dos polimorfismos T-
786C da regiao promotora com AR e suas manifestagdes clinicas em uma amostra de

pacientes e controles saudaveis da regido sul do Brasil.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Artrite reumatoide

3.1.1 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
articulagdes periféricas e a maioria dos pacientes apresenta fator reumatdide positivo
(30). Tem uma prevaléncia de aproximadamente 1% na populagéo brasileira (31), que &
similar a da populacdo mundial (32). A taxa de incidéncia da doenca pode estar
diminuindo, como demonstrado em uma coorte de base populacional americana
acompanhada ao longo dos ultimos 40 anos (33). Tem preferéncia pelo sexo feminino
(34). 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 gravidade e ritmo
de progressao da inflamagao articular, presenga de manifestagbes extra-articulares e de
resposta ao tratamento farmacologico (1). Para fins de investigacdo cientifica,
convencionou-se realizar seu diagnostico através da associagdo de manifestacoes
clinicas, radiolégicas e laboratoriais, conforme os critérios diagndsticos propostos pelo

Colégio Americano de Reumatologia revisados em 1987 (anexo lll) (35).

3.1.2 Fisiopatogénese da AR

O evento inicial da doenca é o processo inflamatério iniciado na membrana
sinovial com infiltrado de linfécitos e macréfagos. Este pode adquirir uma estrutura
similar ao de tecidos linféides terciarios com predominio de linfécitos T CD4+. A

hiperplasia das células sinoviais, o infiltrado linfocitico e a neoangiogénese levam a
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formacao do pannus, que atinge o osso subcondral e, em seguida, a cartilagem articular
com destruicao progressiva (36). As perdas focais de osso marginal e subcondral
contribuem decisivamente para a morbidade da doenga. 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 (37). Apesar da identificagdo 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 no processo erosivo articular da através da ativagao dos
osteoclastos (38).

A produgdo de citocinas com balango predominante para as citocinas pro-
inflamatdrias tem papel fundamental na iniciacdo e perpetuacao da inflamacao crénica
na membrana sinovial. A resposta do linfocito T auxiliar do tipo 1 (Th1) gera a producéo
de interferon-gama (IFN-y) que estimula a liberacdo de TNF-q, interleucina-1 beta (IL-
1B) e metaloproteinases pelos macréfagos e fibroblastos sinoviais (39).

Recentemente, as fungbes desempenhadas pelos linfocitos B tém sido
reconhecidas como significativas na patogénese da AR. A migragéo de células T ¢ B
com formacdo de agregados com estrutura de foliculos terciarios, a expressdo de
moléculas co-estimulatérias (CD 154), e a produgdo aumentada de interleucina-6 (IL-6)
e 10 (IL-10), que estimulam linfécitos B, s&o indicadores da hiperatividade destas
células na doenca (40).

Radicais reativos de oxigénio e nitrogénio também tém papel na patogénese da
AR, pois os radicais reativos de oxigénio, como o superoxido, peroxido de hidrogénio,
radicais hidroxila e acido hipocloroso, bem como radicais reativos de nitrogénio, como

oxido nitrico e peroxinitrito, contribuem significativamente para o dano tecidual (41).
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3.1.3 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
observagbes de um maior risco da doenga nos familiares de pacientes e de uma
concordancia maior em gémeos monozigéticos em comparagao com dizigoticos (2). A
comparagao entre as taxas de concordancia em gémeos monozigoticos e a prevaléncia
na populagao revela que aproximadamente 50% na variagdo de ocorréncia da doenga é
atribuida a fatores genéticos (42).

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 diferentes populagbes: DRB1*0401,
*0404, *0405, *0408, *0101, *0102, *1001, *1402 (2).

A teoria do epitopo compartihado foi desenvolvida para explicar a
suscetibilidade para AR em portadores dos alelos de HLA-DRB1. Os alelos citados
anteriormente compartiiham uma sequéncia de aminoacidos nas posi¢cdes 70-74 da
terceira regido hipervariavel da cadeia DRB1. Estes epitopos compartilhados estariam
envolvidos diretamente na patogénese da doenga por permitir a apresentagdo de
peptideos artritogénicos as células efetoras (42, 43).

Os genes relacionados ao HLA explicam menos de 50% do componente
genético da suscetibilidade para a AR (3). Assim, uma série de genes nao relacionados
ao HLA tem sido avaliada quanto a sua associagdo com a doenga. Genes com papel na
regulacdo imunoldgica e na suscetibilidade para outras doengas auto-imunes foram
testados na AR. Dentre os recentes candidatos convincentes, situam-se os genes da
proteina tirosina fosfatase N22 (PTPN22), do antigeno 4 dos linfocitos T citotéxicos

(CTLA-4), do fator inibitério de migragdo de macrofagos (MIF) e peptidilarginina
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deaminase tipo 4 (PADI4) (1, 44). O polimorfismo da 6xido nitrico sintase indutivel
(iNOS) foi testado em 2 estudos espanhdis de suscetibilidade para AR, um com
associagao estatisticamente significativa e outro com apenas uma tendéncia para

associagao com AR (45, 46).

3.1.4 Sobrevida na AR

Pacientes com AR apresentam taxas aumentadas de mortalidade em
comparagado com a populagdo em geral. Estudo americano demonstrou uma raz&o de
mortalidade padronizada de 1,27 (IC 95% 1,13-1,41) (33). Pacientes portadores de AR
tém uma sobrevida menor que a da populagdo em geral. A expectativa de vida pode
cair de 3 a 10 anos dependendo da gravidade da doencga e da idade de inicio da mesma
(5). As principais causas de morte descritas sédo infecgbes, doengas linfoproliferativas,
doencga cardiovascular (DCV) e cerebrovascular, complicagdes gastrintestinais e
relacionadas a atividade da doencga propriamente dita. Dentre os fatores predititivos de
mortalidade, estdo incluidos idade avangada, incapacidade funcional, nimero de
articulagdes acometidas, fator reumatoide positivo, nédulos reumatéides e velocidade

de sedimentacgao globular (VSG) elevada (6, 47-51).

3.1.5 Importancia da aterosclerose na AR

A principal causa de morte em pacientes com AR é a DCV. A mortalidade por
DCV é maior na AR em comparagao com a populagdo em geral (6-8). O risco de morte
por DCV é duas vezes maior nos portadores de AR em comparagdo com controles da

mesma faixa etaria (6).
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Em 2001, del Rincon et al publicaram o primeiro estudo que avaliou risco
cardiovascular em pacientes com AR, tanto para eventos fatais, quanto para nao-fatais.
A incidéncia aumentada de eventos cardiovasculares na AR ocorreu
independentemente dos fatores de risco tradicionais, sugerindo que mecanismos
adicionais podem ser responsaveis pela DCV na AR (29).

Em 2002, Goodson et al publicaram o primeiro estudo demonstrando aumento
das taxas de mortalidade por DCV nos primeiros anos de apresentacédo de poliartrite
inflamatdria com fator reumatoide positivo (52).

A AR foi fator de risco independente para aumento de espessura das camadas
intima e média das artérias cardtidas comuns e femorais, que se correlacionou com
gravidade e cronicidade da doenga reumatolégica (53-56). A espessura das camadas
intima e média das artérias carétidas comuns tem correlacao direta com a presenca de
doenca coronariana (57).

Pacientes portadores de angina instavel apresentam niveis aumentados de
células T CD4+CD28-, o que nao foi verificado em portadores de angina estavel (58).
Esta subpopulagdo de linfocitos T foi originalmente descrita em pacientes com AR e
associada a presenca de doenga extra-articular, especialmente vasculite (59). Este
achado foi confirmado em trabalho conduzido com pacientes com AR e doenga
coronariana recente, no qual foi verificado também um risco aumentado para doenca

coronariana em multiplos vasos nestes pacientes (60).

3.1.6 Fatores de risco cardiovasculares convencionais na AR

Como a importancia da DCV na AR foi apenas recentemente reconhecida,
poucos estudos para avaliagédo de freqliéncia de fatores de risco foram realizados, e os

resultados sdo controversos.
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O tabagismo foi mais prevalente em pacientes com AR do que nos controles em
3 estudos (61-63). Numa coorte do norte da Suécia, os autores nao observaram
correlagao entre eventos cardiovasculares (ECV) e tabagismo na AR (48). Ja Wolfe et al
constataram um risco maior de DCV que se correlacionou com o numero de carteiras
fumadas (47). Corroborando os resultados deste estudo foi constatado um aumento da
prevaléncia e extensao de calcificacbes coronarianas em pacientes com AR, que se
correlacionou levemente com o tabagismo (RC 1,02 p=0,04) (64). Em apenas 1 estudo,
o tabagismo nao foi mais prevalente em pacientes com AR (65).

Pacientes com AR tém indices de massa corporal mais elevados do que os
controles na populagao em geral (61, 63).

Alguns estudos investigaram os niveis de lipidios na AR e os resultados sao
controversos. Svenson et al encontraram niveis menores de colesterol total, lipoproteina
de baixa densidade, lipoproteina de muito baixa densidade e lipoproteina de alta
densidade em pacientes com AR e espondiloartropatias sem tratamento para doenca de
base em comparagdo com controles saudaveis. Tais niveis foram diretamente
relacionados com a atividade inflamatéria (66, 67). Paradoxalmente, foram observados
niveis maiores de colesterol total, lipoproteina de baixa densidade e lipoproteina (a) em
mulheres portadoras de AR em comparagdao com mulheres higidas (68). Outros autores
também encontraram niveis aumentados de lipoproteina(a) na AR (69-71). De acordo
com observagdes anteriores, Dursunoglu et al demonstraram uma correlagédo positiva
entre niveis séricos de proteina C reativa (PcR) e niveis de lipoproteina (a), enquanto a
correlagdo com lipoproteinas de alta densidade foi negativa (r=0,83 e P<0,0001; r=-0,49
e P<0,0001, respectivamente) (72).Quanto a avaliagdo de associacado do diabete mélito
(DM) com AR, em 1460 portadores de AR, a prevaléncia de DM nao foi diferente da

populagao em geral (73).
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A presenca de auto-anticorpos IgG contra lipoproteina de baixa densidade
oxidada tem sido constatada na AR (74, 75). Ela se correlacionou com o grau de
aterosclerose nas carotidas de pacientes com AR e sua presencga ocorreu independente

de fatores de risco para DCV (75).

3.1.7 Fatores de risco cardiovasculares proprios da AR

Com base nos dados disponiveis, ndo €& possivel explicar o excesso de risco
cardiovascular em portadores de AR através dos fatores de risco convencionais (28,
29). A seguir, sdo enumerados alguns fatores de risco cardiovascular inerentes ao curso
da artrite e ao seu manejo terapéutico.

Alguns estudos tém evidenciado a associagao de glicocorticéide com DCV e
mortalidade (76-78). O mecanismo exato através do qual a prednisona poderia afetar as
coronarias permanece incerto. Sabe-se que pode aumentar o colesterol ou os
triglicerideos de modo dose-dependente (79) , causar hipertensao por retengao de sal e
agua (80), levar a intolerancia aos carboidratos (81) e elevar os niveis de homocisteina
(78). Outros pesquisadores nao constataram uma associagdo direta entre uso de
glicocorticoide e mortalidade por DCV (48, 82). O aumento da espessura da parede de
artérias carotidas comuns e femorais nao foi mais significativo em pacientes com AR em
uso de antiinflamatérios, glicocorticéides ou metotrexato (MTX) (55).

O uso de MTX também pode contribuir com risco cardiovascular (RCV) pelo
potencial de induzir hiperhomocisteinemia (55, 83). Esta pode ser diminuida pelo uso
concomitante de acido félico (84). Apesar desta observagdo, numa coorte de 1240
pacientes com AR foi verificado um beneficio substancial na sobrevida dos usuarios de

MTX, principalmente em fungcdo da reducdo de eventos cardiovasculares (85). A
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sulfasalazina pode desempenhar o mesmo papel também pelo seus efeitos no
metabolismo do folato (86).

O componente inflamatério da aterosclerose apresenta algumas similaridades
com a AR, como niveis elevados de proteina C reativa (PcR), citocinas e fibrinogénio. E
possivel que a inflamacéo sistémica da AR acelere a aterosclerose (52). Os niveis
elevados de PcR associam-se a um risco aumentado de ECV (87-89). Além da PcR,
outros marcadores da inflamagao que se relacionam com ECV incluem IL-6, moléculas
intercelulares de adesao do tipo 1 soluveis, amildide sérico A e fibrinogénio (28, 90, 91).
Niveis aumentados de VSG também tém se correlacionado com risco aumentado para
doencga aterosclerética na AR (64, 92).

Em estudo de casos de AR e controles pareados por idade, sexo, raga e fatores
de risco para aterosclerose no qual os pacientes foram submetidos a método de
imagem ultra-sonografico para avaliar risco aterosclerdtico em artérias carotidas e
femorais, foi constatado um maior risco nos pacientes com doenga de mais longa
evolucao (93).

Apesar da presenca de fatores de RCVs proprios da AR ser critica, a
coexisténcia destes com fatores tradicionais parece modificar o efeito de ambos. Ao
medir a espessura das camadas intima e média de caroétidas de portadores de AR,
pesquisadores verificaram uma significativa interagdo entre o niumero de fatores de
RCVs e VSG, sugerindo que o efeito da VSG variou conforme o numero de fatores de
RCVs presentes. A gravidade das manifestacdes clinicas da AR foi mais relevante do
que os fatores de risco tradicionais no aumento da espessura das camadas arteriais em

jovens em comparagao com pacientes mais idosos (92).
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3.1.8 Disfuncéo endotelial na AR

A disfuncédo do endotélio é caracterizada pela perda das suas propriedades de
vasodilatagdo, anticoagulagdo ou antiinflamatoérias (9). A vasodilatagcdo € uma
propriedade facilmente avaliada. Ela pode ser estudada pela administracdo de
vasodilatadores endotélio-dependentes ou independentes. A acetilcolina estimula a
liberagdo de ON pelas células endoteliais via eNOS, gerando o relaxamento do musculo
liso da camada média. Outros vasodilatadores, como a nitroglicerina, agem diretamente
na musculatura sem a mediagao de ON (94). A documentagao de disfungcéo endotelial
(DE) é diretamente relacionada a um risco aumentado para aterosclerose coronariana
(18), a gravidade de doenca coronariana (17) e a doenga coronariana em pacientes
jovens (19). A DE tem sido reportada em diversos estudos na AR (10-16).

Bergholm e colaboradores verificaram que, em comparagdo com controles
saudaveis, pacientes com AR de diagnostico recente e sem uso de droga modificadora
de doenca tém DE medida através de uma resposta diminuida a administragado tanto de
acetilcolina, quanto de nitroprussiato de sédio. Tal DE foi revertida com o tratamento
adequado da AR (10). A DE foi demonstrada também em pacientes jovens portadores
de AR de longa duragao (16).

Com a intencao de verificar a presenga de DE e o0 aumento da producido de ON
via INOS, pesquisadores mediram o fluxo sanguineo basal e apds administragdo de
acetilcolina, nitroprussiato de soédio e NG-monometil-L-arginina (L-NMMA) no antebrago
de pacientes com AR e controles. A L-NMMA é um analogo da arginina que bloqueia a
geracao de ON tanto via eNOS, quanto via iINOS. Assim, a diminuigdo do fluxo
sanguineo abaixo do basal apds a administracdo de L-NMMA avalia a contribuicdo do
ON de ambas as vias (eNOS e iNOS) para a vasodilatagdo. No grupo da AR, foram

observados um fluxo sanguineo basal aumentado, respostas diminuidas a acetilcolina e
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nitroprussiato intra-arteriais, e uma maior redugcdo do fluxo apés administragao de L-
NMMA. As respostas aos vasodilatadores foram inversamente correlacionadas as
concentragdes séricas de TNF-a (nitroprussiato: r=-0,67, p=0,002; acetilcolina: r=-0,64,
p<0,005). Em conjunto, estes achados sugerem uma atividade aumentada da iNOS e
uma resposta prejudicada ao ON junto a parede vascular. Este prejuizo em gerar
vasodilatagdo pode ser causado por sintese diminuida de ON pela eNOS ou aumento
da degradagao de ON (14).

A DE pode ser melhorada com o tratamento efetivo da AR (12, 85). O TNF-a &
uma citocina com papel central na iniciagdo e amplificagdo da cascata inflamatdria tanto
na AR, quanto na aterogénese. Pacientes com AR tratados com infliximabe (anticorpo
monoclonal anti-TNF-a) tiveram melhorada a DE prévia (12).

Pacientes com AR e portando o marcador genético HLA-DRB1*0404 tém pior
DE em comparagdo com outros casos de AR. Tal achado sugere a implicancia de

fatores genéticos no desenvolvimento de DE e, consequentemente, DCV (95).

3.2 Oxido nitrico

3.2.1 Sintese do 6xido nitrico

O oxido nitrico (ON) é um gas com peso molecular de 30 daltons, se difunde
livremente através das membranas celulares e tem uma meia-vida de apenas poucos
segundos (96). A sintese do ON ocorre pela agdo das enzimas Oxido nitrico sintases
(NOSs - nitric oxide synthases ). As NOS catalisam a reagao de oxidagéo da L-arginina,

gerando ON e L-citrulina. Trés isoformas foram descritas: a neuronal (NNOS) e a
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endotelial (eNOS), que sdo expressas constitutivamente no meio intracelular, e uma
terceira indutivel (iNOS).

As NOS constitutivas produzem quantidades pequenas de 6xido nitrico por
periodos curtos. Em contraste, a NOS induzida por estimulo inflamatério, por exemplo,

gera grandes e sustentadas concentragdes de ON (97).

3.2.2 Efeitos bioldgicos do 6xido nitrico

Os efeitos biolégicos do ON variam enormemente de acordo com seu local de
producgao, quantidade gerada e dos alvos dentro do ambiente onde € liberado. O papel
do ON pode ser tanto protetor e mantenedor da homeostase, quanto deletério. Por
exemplo, a reagdo do ON com &anion superdxido gera peroxinitrito, um radical livre
altamente toxico que lesa proteinas, danifica o acido desoxirribonucléico (DNA —
deoxyribonucleic acid) e promove apoptose. Na parede endotelial, a reacdo do ON com
o0 grupo heme da guanilato ciclase, ativa esta enzima possibilitando o aumento de
guanosina monofosfato ciclico (GMPc) e o relaxamento da musculatura lisa vascular

(98).

3.2.2.1 Efeitos bioldgicos da 6xido nitrico sintase neuronal

A nNOS é expressa no sistema nervoso central, sistema nervoso autbnomo de
grandes vasos e trato gastrintestinal, plaquetas, células pancreaticas e epiteliais (96,
97). E estimulada por N-metil-D-aspartato, insulina e trombina. Os principais efeitos da
nNOS sdo promover a motilidade gastrintestinal e servir como mediador na

neurotransmissao (97).
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3.2.2.2 Efeitos biologicos da 6xido nitrico indutivel

A INOS é expressa nos macrofagos, células endoteliais, condrocitos,
hepatécitos, sinovidcitos, células do musculo liso e outros. Sua expressao é induzida
por citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-1B, IFN-y, IFN-a ), imunocomplexos, produtos
microbianos e estresse mecanico (98).

A quantidade em excesso de ON produzida pela iINOS tem potencial pro-
inflamatorio e deletério as células e tecidos circunjacentes. Dentre suas agdes pro-
inflamatorias destacam-se a producao de radicais livres toxicos, como o peroxinitrito,
ativagdo de fatores de transcricdo, citotoxicidade, promogdo da apoptose de
macroéfagos, timocitos CD4+CD8+ e condrdcitos, e estimulo da produgao de TNF-a e da

atividade de células assassinas naturais (NK — natural killer cells) (97).

3.2.2.3 Efeitos biologicos da 6xido nitrico endotelial

A eNOS é expressa nas células endoteliais, neurbnios e células miocardicas.
Sua produgao é estimulada por acetilcolina, adenosina di-fosfato, trombina, fator de
crescimento endotelial e alteragdes de forcas no fluxo sanguineo (97).

Além de relaxamento da musculatura lisa vascular, o ON oriundo do endotélio
inibe a adesado plaquetaria (99) e leucocitaria (100), a proliferagao celular na

musculatura lisa (101) e a oxidagao de lipoproteina de baixa densidade (102)

3.2.2.4 Oxido nitrico na AR

Em diversos trabalhos, niveis elevados de ON tém sido relatados tanto no soro,

quanto no liquido sinovial de portadores de AR (103-109).
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Ueki e colaboradores demonstraram um aumento significativo de ON sérico em
pacientes com AR em comparagéo com pacientes com osteoartrite (33,4 + 4,0, p < 0,01)
e controles saudaveis (35,9 + 4,5, p < 0,01). Os niveis séricos de ON correlacionaram-
se significativamente com rigidez matinal, numero de articulagdes doloridas e
edemaciadas, PcR, IL-6 e TNF-a (108). Em 2003, um estudo conduzido com 115
pacientes confirmou aumento na producdo de ON na AR em comparagao com controles
saudaveis, porém nao houve correlagdo com atividade da doenca avaliada por PcR e
VSG (107).

Em trabalho desenvolvido na Universidade de S&o Paulo, foram verificados
maiores niveis de nitrito e nitrato no liquido sinovial de pacientes com AR em relacao
aos casos de osteoartrose. O aumento destes niveis € indicagao indireta de produgao
aumentada de ON (103). Dentro da articulagdo a produgdo aumentada de ON em
resposta ao estimulo de citocinas exerce uma série de efeitos catabdlicos nas fungdes
dos condrécitos que podem determinar degradagao da cartilagem articular. Dentre eles,
citam-se inibicdo da sintese de colageno e proteoglicanos, ativagdo de
metaloproteinases, decréscimo na expressao de antagonistas de receptores de IL-1 e
inducdo de apoptose (97). Inversamente, a producdo de ON pela eNOS pode servir
como fungdo protetora, ou antiinflamatéria, prevenindo a adesdo e a liberacdo de
substancias oxidativas por neutréfilos ativados na microvasculatura (34). Deste modo,
polimorfismos dos genes da eNOS poderiam ter impacto na suscetibilidade e gravidade

da AR.

3.3 Gene da 6xido nitrico sintase endotelial

O gene da eNOS (figura 1) situa-se no brago curto do cromossomo 7 (7q35-36),

contem 26 exons ao longo de 21 kilobases de DNA gendmico e codifica um RNA
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mensageiro de 4052 nucleotideos (34). Desde que foi seqlienciado pela primeira vez
em 1993, muitas variagbes tém sido descritas na regido promotora, exons e introns

(110).

¥ ] 10 15 20 kb

1 1 24 O 7B ©1011 1418 1T1RI032 33 14 26

T "8 |Intron 4 |~ Exon 7

Figura 1. Organizagdao do gene da eNOS e localizagdo dos polimorfismo mais
estudados (indicado nos retangulos). A linha superior indica a escala em kilobases. O
gene da eNOS é composto por 26 exons. Adaptado de Tanus et al, 2001(111).

3.3.1 Polimorfismos da 6xido nitrico sintase e doenca aterosclerética

Como a regulagao da produgao de 6xido nitrico no nivel do endotélio se da
através da expressdao de eNOS, o gene codificador de tal enzima é um potencial
candidato para suscetibilidade de doencga aterosclerética (20). Justamente por isso,
alguns de seus polimorfismos tém sido avaliados quanto a associagdo com doenca
aterosclerética em estudos de caso-controle. Os trés polimorfismos mais comumente
avaliados séo o T-786C da regido promotora, o Glu298Asp no éxon 7 e uma repeticéo
em tandem (VNTRs - variable number of tandem reapeats) de 27 pares de bases no

intron 4.
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Ja foram publicados muitos estudos transversais ou de caso-controle de
associagdes entre polimorfismos da eNOS e doencgas vasculares. Os resultados sao
conflitantes, principalmente aqueles provenientes de estudos pequenos e com baixo
poder estatistico. Dentre os resultados positivos, o T-786C foi associado com espasmo
coronariano (112), os VNTRs do intron 4 foram associados com infarto do miocardio
(113) e doenca arterial periférica e coronariana (114), e o Glu298Asp também foi
associado com doenga arterial coronariana (115-117).

Recente meta-analise que incluiu 26 estudos de caso-controle avaliou a
associagao entre doenga coronariana e homozigose para os polimorfismos citados
acima. Os resultados evidenciaram que as homozigoses para os alelos “a” do intron-4 e
Asp298 determinam risco moderado para DCV (RC 1,31; IC 95% 1,13-1,51; e RC, 1,34;
IC 95%, 1,03-1,75; respectivamente) (22). Posteriormente, os autores divulgaram

também associacido estatisticamente significativa (RC 1,30, IC 95% 1,01-1,66) do

polimorfismo T—786C e DCV (21).

3.3.2 Funcionalidade dos polimorfismos da 6xido nitrico sintase
endotelial

A funcionalidade dos polimorfismos da eNOS foi o alvo de poucas publicacées
na literatura cientifica. Polimorfismos que repercutem na suscetibilidade de doencgas
deveriam estar associados as alteragbes fisiologicas ou bioquimicas relevantes nos
seus portadores.

Nakayama e colaboradores avaliaram o carater funcional do polimorfismo T—
786C através de ensaio de luciferase. Apdés a fusdo de fragmentos da regido

flanqueadora 5 do gene da eNOS contendo o polimorfismo T-786C com o gene
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luciferase reporter, foi verificado um decréscimo significativo da atividade de transcrigao
em comparagao com o gene normal (118).

Quanto a funcionalidade dos VNTRs do intron 4, os resultados sdo controversos.
Dois trabalhos demonstraram resultados antagdnicos, um documentando um aumento
de niveis de nitritos e nitratos, medidas indiretas da producdo de ON, no soro de
individuos saudaveis portadores de homozigose para o alelo “a” (119), enquanto noutro
niveis diminuidos foram relatados em portadores saudaveis do alelo “a” (120). E
interessante ressaltar que tais relatos foram descritos em individuos higidos e cujos
fatores ambientais, como o tabagismo e outros fatores de risco para DCV, ndo foram
levados em consideracgao.

O polimorfismo GIlu298Asp no éxon 7 promove a substituicdo de glutamato por
aspartato na posicdo 298 da eNOS. Em 2000, Tesauro demonstrou que tal alteragao
aumentava a suscetibilidade para clivagem possivelmente por proteases enddgenas
(121). O polimorfismo Glu298Asp foi associado a uma produgéo basal de ON reduzida
em individuos higidos em comparagdo com nao portadores desta variante alélica. O

achado foi documentado através da menor resposta a infusdo de L-NMMA intra-arterial

no antebraco (122).

3.4 Prevaléncia dos polimorfismos da 6xido nitrico sintase
endotelial nas doenc¢as reumatologicas

Além da AR, outras doengas reumatolégicas com processo inflamatorio crénico
tém um maior risco cardiovascular, como o lupus eritematoso sistémico (LES) (23).
Também a disfuncdo endotelial tem sido observada tanto no LES, quanto na

granulomatose de Wegener, poliarterite nodosa, sindrome de Churg-Strauss, doenga de
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Kawasaki e esclerose sistémica (26, 123). Estas informagbes tém justificado a
publicacdo de uma série de estudos relacionando polimorfismos da eNOS e doencas
reumatolégicas (tabela I).

Na AR, duas publicacdes avaliaram a frequiéncia de polimorfismos da eNOS. Em
estudo realizado com a inclusdo de irmaos portadores de AR provenientes de 200
familias, os individuos foram genotipados com o objetivo de encontrar marcadores
genéticos de 16 genes que fossem compartilhados por ambos os afetados da mesma
familia. O intron 13 da eNOS nao foi ligado a suscetibilidade para AR (linkage analysis)
(124). Ao avaliar 200 pacientes com AR e 251 controles de mesma origem étnica,
pesquisadores espanhdis ndo encontraram diferenga significativa na freqiiéncia dos
polimorfismos T-786C e Glu298Asp (45).

Salvarani em 2003, verificou que no grupo de pacientes com arterite de células
gigantes existiam mais portadores do alelo Asp298 (Asp/Asp ou Glu/Asp) do que no
grupo controle (p = 0,0001, RC = 3,3, IC 95% 1,7-6,3) (24). Noutro trabalho do mesmo
grupo italiano, o alelo Asp298 foi mais freqiente nos pacientes com doenga de Behget
do que nos controles (peorr = 0,0006, RC 2,1; IC 95% CI 1,5-3,3), porém ndo houve
diferenca em relagdo aos alelos VNTR do intron 4 (25). Um estudo sul-coreano
confirmou os achados de Salvarani em Behget (26). Contrariamente, um terceiro estudo
apontou diferengas significativas nos polimorfismos dos VNTRs do intron 4 (RC= 1,9,
P=0,0069) e no T-786C (RC = 2,5, P=0.0016), que nao havia sido avaliado no Behget,
mas nao foi estatisticamente significativa a diferenca com relagdo ao Glu298Asp (27).
Em pacientes com esclerose sistémica, o alelo Asp298 também foi mais frequente,
porém nao houve diferenca estatisticamente significativa no polimorfismo T-786C (125).

No LES, foram publicados 3 estudos. No primeiro, ndo foi verificada diferenca
entre pacientes com LES e controles para VNTRs do intron 4, enquanto, entre os

portadores de LES, o gendtipo “ab” foi fator de risco para nefrite (RC=3,28; IC 95%
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1,04-10,2, P=004) (126). Contrariando o estudo anterior, autores colombianos
verificaram que o gendtipo “ab” foi protetor para LES, enquanto o gendtipo “bb” foi
associado a doenga. Ainda, ndo houve associagado de LES com Glu298Asp ou T-786C
(127). Um terceiro estudo obteve resultados negativos, tanto para suscetibilidade,

quanto para nefrite, para associagao de VNTRs do intron 4 e T-786C (128).
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Tabela 1. Associagbes entre polimorfismos do gene da eNOS e doencgas reumatolégicas

Polimorfismos do gene eNOS§

Regiao .
Intron Exon 7
promotora
Doencgas Origem  Casos/
T-786C 4 Glu298Asp

Autores étnica  controles
Artrite reumatoide

Gonzalez-Gay et al C 200/251 NS NS

(45)
ACG

Salvarani et al(24) C 91/133 3,3(1,7-6,3) NS
Esclerose Sistémica

Fatini et al (125) C 73/112 NS 1,9 (1,0-3,4)
Doenca de Behcet

Salvarani et al (25) C 73/135 NS 2,1 (1,5-3,3)

Kim et al (26) A 65/80 NS 4,3 (1,7-11)

Karasneh et al (27) T 193/106 2,5(1,2-54) 2,2(1,3-3,8) NS q
LES

Lee et al (126) A 88/95 NS *

Serrano et al (127) C/N 88/199 NS 2,9 (1,6-5,3) NS

Douglas et al (128) C/N 2271275 NS NS

§Dados estdo apresentados como

razdo de chances e

intervalos de

confianca de

95%;ACG=arterite de células gigantes; LES=lupus eritematoso sistémico; C=caucasoide,

N=negroide, T=turca; A=asiatica; NS=n&o significativo;

com alelo Asp.

*associagdo com nefrite; fJassociagcao
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4 JUSTIFICATIVA

A justificativa do presente estudo é advinda da necessidade da identificacdo de
marcadores genéticos associados a suscetibilidade e gravidade da AR com vistas a
prevencdo das complicacbes da evolugdo da doenca. Conforme discutido acima, os
polimorfismos dos genes da eNOS sao candidatos interessantes, mas os resultados da
literatura ainda s&o escassos. Além disso, os marcadores genéticos podem variar
conforme a constituicdo genética de cada populagao, sendo importante a obtengéo de

dados especificos para a nossa populagao.
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5 OBJETIVOS DO ESTUDO

5.1 Objetivo geral

Avaliar a associagdo da suscetibilidade para a AR e de suas caracteristicas

clinicas, laboratoriais e radiolégicas com o polimorfismo T-786C do gene da eNOS.

5.2 Objetivos especificos

A) Verificar a freqiiéncia do polimorfismo T-786C em uma populagdo de
pacientes com AR e grupo controle.

B) Comparar a freqiiéncia do polimorfismo T-786C entre uma populagao
de pacientes com AR e grupo controle.

C) Verificar a associacdo do polimorfismo T-786C com dados
demogréaficos, clinicos, laboratoriais e radiograficos em pacientes com

AR.
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ABSTRACT

Objective: To examine potential associations of the T-786C polymorphism in the
promoter region of the endothelial nitric oxide synthase (eNOS) gene with susceptibility
to and clinical expression of rheumatoid arthritis (RA).

Methods: One hundred and five consecutive Caucasoid patients with diagnosis of RA,
satisfying the American College of Rheumatology criteria, who were recruited from the
outpatient clinic of the Division of Rheumatology of the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, and 100 Caucasoid healthy controls from the same geographic area were
genotyped by polymerase chain reaction for the T-786C polymorphism in the promoter
region of the eNOS gene. Clinical, demographic, laboratory and radiographic data from
87 patients were evaluated for the association with specific genotypic and allelic
distribution.

Results: The distribution of the T-786C genotype and alleles did not differ significantly
between RA patients and controls. The frequency of extra-articular manifestations was
significantly greater among the carriers of the C/C genotype than among carriers of the T
allele (P=0.022). C/C homozygous individuals were significantly associated with extra-
articular manifestations comparing with T/T and T/C carriers (P=0.026, OR 4.9, 95% CI
1.3-18.9). C Allele was significantly associated with extra-articular manifestations of RA
(P=0.016, Pcorr=0.032, OR 2.8, 95% CI 1.2-6.5).

Conclusion: The results presented in this study do not provide support for a major role
of eNOS T-786C in the susceptibility for RA. However, the findings provide evidences of
an association between the T-786C polymorphism of the eNOS gene and extra-articular
manifestations of RA.

Key-words: rheumatoid arthritis; polymorphism; T-786C; eNOS; endothelial nitric oxide

synthase
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INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis is a systemic inflammatory disease of unknown etiology (1).
It is basically characterized by chronic, erosive and symmetric synovitis preferentially
involving peripheral joints and by the presence of rheumatoid factor in most of the
patients. In spite of probable environmental factors triggering the onset of the disease,
the importance of the genetic component in the etiopathogenesis of RA is clear (2). The
genes related to the major histocompatibility complex explain less than 50% of the
genetic contribution of susceptibility to disease (3). Besides increasing the risk for the
disease, the HLA-DR class Il polymorphisms are related to a poorer prognosis (4).
Therefore, the identification of additional genes associated with RA susceptibility and
severity is a pressing need.

RA is associated with an increased mortality, and the expected survival of RA
patients is decreased by 3-10 years, depending on the severity and age of onset of the
disease (5). The major cause of death in RA is cardiovascular disease (CVD). Moreover,
the cardiovascular mortality in RA is higher than in the general population (6-8).

Endothelial dysfunction (ED) has been reported in several studies in RA (9-15).
The ED is in great part generated by the decreased bioavailability of nitric oxide (NO) in
endothelium. The presence of ED is directly related to an elevated risk of coronary
atherosclerosis (16-18), to severity of coronary disease (16), and to coronary disease in
younger patients (18).

As the regulation of the production of NO in the endothelium is mediated by the
expression of endothelial nitric oxide synthase (eNOS), the gene codifying this enzyme
is a potential candidate for the susceptibility to atherosclerosis (19). A recent meta-

analysis that comprised 26 case-control studies showed an association between
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coronary atherosclerosis and the eNOS polymorphisms. The homozygosity for Asp298
allele variant and the “a” allele of the variable number of tandem repeats in the intron 4,
as well as the T-786C polymorphism, were associated with CVD (20, 21).

Besides RA, other chronic inflammatory rheumatic disorders, such as systemic
lupus erythematosus (SLE), have a higher cardiovascular mortality than age matched
population (22). Also, there are some rheumatic diseases presenting with ED. Among
them, Behget's disease, giant cell arteritis, systemic sclerosis and SLE have been
associated with eNOS polymorphisms (23-26).

On the basis of the available evidence, it is not possible to explain the excessive
cardiovascular risk in patients with RA through the conventional risk factors (27, 28).
Furthermore, extra-articular manifestations and markers of systemic inflammation confer
an additional risk for atherosclerosis and cardiovascular death among patients with RA,
even after controlling for traditional cardiovascular risk factors and comorbidities (29,
30). In this regard, for their association with atherosclerosis and other inflammatory
chronic diseases, the eNOS gene polymorphisms constitute plausible candidates for the
susceptibility and phenotypic markers of RA.

The aim of the present study is to investigate associations between the

polymorphism T-786C of the promoter region of the eNOS gene and RA clinical

manifestations and susceptibility in a Caucasoid South Brazilian population.

PATIENTS AND METHODS

Patients and controls

The study population was comprised of 105 Caucasoid patients with diagnosis of
RA, satisfying the American College of Rheumatology criteria (31), from outpatient clinic

of the Division of Rheumatology of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre. The
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patients had their medical records reviewed for documentation of clinical, laboratory and
radiographic data. Eighty-seven patients had complete medical information for the
analysis. Extra-articular manifestations evaluated were rheumatoid nodules,
amyloidosis, vasculitis and episcleritis. The pattern of joint involvement and the presence
of rheumatoid nodules were evaluated by physical examination. X-rays of the hands and
feet were obtained for classification between erosive and non-erosive disease by an
expert radiologist and a rheumatologist. Atlantoaxial subluxation was documented
through X-ray or computed tomography. Amyloidosis and vasculitis were diagnosed by
histopathology. The rheumatoid factor was identified by nephelometry. The control group
was composed of 100 Caucasoid healthy volunteers. The controls were from the urban
population of Porto Alegre, capital of the southernmost state of Brazil, the same
geographic area of the patients. Blood samples were obtained for DNA extraction. The
study protocol was approved by the Ethics Committee of the Hospital de Clinicas de

Porto Alegre and informed consent was obtained from all patients.

T-786C genotyping

DNA was isolated from peripheral blood cells using the protocol described by
Lahiri and Nurnberger (32). DNA samples were stored at -20°C.

The T-786C point variation at the promoter region was analyzed employing the
specific primers described in Gonzalez Ordoinez et al. (33). PCR samples were prepared
to a final volume of 25 ul as follows: 1ul of DNA (0.2 - 0.5 ng), 2.5 ul of 10X PCR buffer
[200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI], 1ul of 50mM MgCI2, 1ul of 3mM dNTP mix, 1
ul of 10pmol primer mix and 1U of Tag DNA polymerase. The samples underwent 35
cycles at 98°C for 35 sec, 62°C for 50 sec, and 72°C for 50 sec. The amplified 180-bp

fragment was digested with Mspl (4h at 37°C), producing 140 bp and 40 bp fragments
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(wild-type T allele) or 90-bp, 50-bp and 40-bp fragments (variant -786C allele). Resulting

fragments were visualized in 3% agarose gel.

Statistical analysis

Data were analyzed using EPI-INFO version 6 and SPSS for Windows version
12.0. The sample size permitted 80% power to detect a 15% difference (OR 1.8) in the
frequency of C alleles between cases and controls at 5% significance level. The
association between categorical variables was tested using qui-square (with Yates’
correction if necessary) or Fisher's exact tests. The quantitative variables with normal
distribution were tested with Student's T test and analysis of variance. When
heterogeneity of variances was detected or variables presented non-normal
distributions, non-parametric tests were applied (Mann-Whitney and Kruskal-Wallis). A P
value < 0.05 was considered statistically significant. All presented P values are two-
tailed. When significance was achieved, corrected P values (P..) were calculated by
multiplying P by the number of alleles compared. The populations were in Hardy-

Weinberg equilibrium for the alleles analyzed.

RESULTS

The allele and genotype frequencies of the eNOS T-786C did not differ
significantly between the 105 patients and 100 controls as shown in table I.
In table Il, are shown the distribution of the genotypes of the T-786C, clinical features
and demographic characteristics of 87 RA patients. The frequency of extra-articular
manifestations was significantly greater in C/C homozygous patients comparing with
patients with the other genotypes (P=0.022). The odds of the of the C/C genotype

patients to present extra-articular manifestations were significantly greater compared
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with the heterozygous and T/T homozygous patients taken together (P=0.026, OR 4.9,
95% CIl 1.3-18.9) (table Ill). There was no statistically significant difference among
genotypic groups in respect to demographic characteristics, age of onset of the disease,
presence of rheumatoid factor, time of diagnosis, erosions, rheumatoid nodules or
atlantoaxial subluxation.

The comparisons between the frequencies of C and T alleles and clinical features
of RA patients are shown in table IV. It was observed a significant association between
the C allele and extra-articular manifestations (P=0.016, P,=0.032, OR 2.8, 95% CI
1.2-6.5). There were no statistically significant differences verified among alleles
concerning demographic characteristics, age of onset of the disease, positivity of
rheumatoid factor, time of diagnosis, erosions, rheumatoid nodules or atlantoaxial

subluxation.

DISCUSSION

The findings of the present study did not show statistically significant differences
between patients and controls, but suggest that there is an association between the
homozygosity for C allele of the polymorphism T-786C and a more severe RA clinical
phenotype. The results supporting the hypothesis are the association between the C/C
genotype and extra-articular manifestations compared with T/T and T/C carriers
(P=0.026, OR 4.9, 95% CI 1.3-18.9), as well as the higher frequency of C allele among
patients with extra-articular manifestations of RA (P=0.016, Pcorr=0.032, OR 2.8, 95%
Cl 1.2-6.5).

NO is produced constitutively by endothelial (eNOS) and neuronal (nNOS)
synthases, and, in higher concentrations, by inducible NOS (iNOS) after inflammatory

stimulation. Nitric oxide-dependent tissue injury has been implicated in a variety of
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rheumatic diseases, including rheumatoid arthritis (34). The documentation of increased
serum and intraarticular nitrite and nitrate levels in patients with rheumatoid arthritis is an
indirect evidence of the overproduction of ON (35, 36). This overproduction is probably
promoted by the stimuli of inflammatory cytokines, including IFN-a, TNF-a and IL-1p,
and determines joint tissue degradation (37). Conversely, the production of NO by eNOS
may serve a protective, or anti-inflammatory, function by preventing the adhesion and
release of oxidants by activated neutrophils in the microvasculature (34). As assessed
by luciferase reporter gene assays, the T-786C mutation resulted in a significant
reduction in eNOS gene promoter activity, suggesting that the T-786C mutation in the
eNOS gene reduces the endothelial NO synthesis. Thus, it seems reasonable to assume
that this altered eNOS expression might play a role in the perpetuation and increase of
the inflammatory cascade. Particularly in RA, it could predispose to a more severe
disease. This explanation corroborates the finding of a higher frequency of extra-articular
manifestations in the C/C genotype patients. In the other hand, there was no association
of the T-786C with erosions. Possible explanations are the high percentage (90.8%) of
erosive disease among the patients studied and the reduced sample size to detect
modest effects. This high prevalence of erosions probably is related to the duration of
the disease, since the median of the arthritis duration was 7 years, and because most of
the patients are from lower socioeconomic classes, which correlates with a poorer
prognosis (38). Moreover, the sample was selected from the outpatient clinic of a
university hospital, which is a reference center for rheumatic diseases with a higher
number of severe cases than the general practice.

As mentioned before, RA is related to the development of CVD. In this view, the
association between T-786C and more severe RA is interesting, because this
polymorphism is a genetic risk factor for CVD too. In 2004, Gonzalez-Gay et al studied

the influence of genetic factors in the risk of atherosclerosis in RA patients. The authors
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found that RA patients carrying the HLA-DRB1*0404 allele exhibit severe ED (12). The
data presented here suggest the need to examine carefully the relationship between T-
786C polymorphism, disease severity and atherosclerosis in RA.

The allele and genotype frequencies of the eNOS T-786C did not differ
significantly between the 105 patients and 100 controls. The controls included were
Caucasian subjects living in the same geographic area and from similar ethnic origins of
the patients, descending from European immigrants (mainly of Portuguese, German and
Italian). Were excluded from control group individuals under 30 years of age to avoid
including any future case of RA, since the peak of incidence of RA is between the fourth
and fifth decades. The subjects were unrelated and showed no phenotypic signs of
interethnic admixture. This ethnic uniformity is relevant because there are documented
interethnic differences in the frequencies of the eNOS polymorphisms (39). In the
population studied, the frequencies of the eNOS T-786C alleles and genotypes were
lower than that found in American Caucasians (C allele 35% vs. 42%; C/C homozygous
12% vs. 16%) (39). These lower frequencies could explain a possible lack of power to
detect statistically significant differences of minor magnitude between patients and
controls. However, the present finding confirm the result from a previous Spanish
publication with a higher sample size, 200 RA patients and 251 ethnically matched
Caucasoid controls, that found no significant differences neither in genotype and allele
frequencies nor in the presence of rheumatoid factor. The results were negative for two
eNOS polymorphisms, T-786C and Glu298Asp (40).

In conclusion, the results presented in this study do not provide support for a
major role of eNOS T-786C in the susceptibility for RA. However, the findings provide
evidences of an association between the T-786C polymorphism of the eNOS gene and
extra-articular manifestations of RA. Further studies are needed to confirm this

association and to elucidate the role played by this polymorphism in the pathogenesis of
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clinical manifestations and CVD in RA. The identification of severity markers is required

to guide treatment strategies that may delay the progression of RA and its complications.
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Table I. Frequencies of the genotypes and alleles of the T-786C eNOS polymorphism in
patients with rheumatoid arthritis (RA) and controls*

Variables RA patients Control subjects P

Genotypes N=105 (%) n=100 (%)

T/T 45 (42.8) 42 (42)

T/IC 49 (46.7) 46 (46) 0.942°
C/IC 11 (10.5) 12 (12)

Alleles n=210 (%) n=200 (%)

C 71 (33.8) 70 (35) 0.8811
T 139 (66.2) 130 (65)

* Qui-square. Y] Qui-square with Yates’ correction.
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Table Il. Demographic and clinical features of 87 patients with RA and genotypic distribution of

the T-786C eNOS polymorphism

Genotypic distribution

RA patients
among RA patients
TT T/IC CiC

characteristics n=87 n=35 n=41 n=11 P§
Female 70 (80.5) 26 (74.3) 36 (87.8) 8 (72.7) 0.263
Age# 54.8 (+11.3) 53.4 (+11.4) 56.3 (£+11.4) 53.5(+10.9) 0.505
Age of diagnosis# 46.1 (+11.8) 43.8 (x11.9) 47.9(+12.1) 46.5(x10) 0.347
Age of the onset of symptoms#  42.8 (+11.3) 40.7 (+12.2) 44.2 (x11) 44 (+10) 0.469
Duration of diagnosis¥ 7(5.2-12) 8(5.9-12.8) 6.5(5.2-11.2) 6.8 (4.8-7.5) 0.387
Rheumatoid factor positivity 79 (90.8) 32 (91.4) 36 (87.8) 11 (100) 0.465
Erosions 79 (90.8) 31 (88.6) 38 (92.7) 10 (90.9) 0.826
Extra-articular manifestations 16 (18.4) 3(8.6) 8 (19.5) 5 (45.5) 0.022*
Rheumatoid nodules 12 (13.8) 3(8.6) 6 (14.6) 3 (27.3) 0.285
Atlantoaxial subluxation 5(13.8) 2(5.7) 2(4.9) 1(9.1) 0.867
Vasculitis 2(2.3) - 1(2.4) 1(9.1) -
Amyloidosis 2 (2.3) - 2 (4.9) - -
Episcleritis 1(1.1) - - 1(9.1) -

I Data are presented as number (percentage) of patients between each genotypic group, except

when indicated. § Comparisons between each genotypic group (qui-square, analysis of variance

or Kruskal-Wallis’ test). # Values are presented in years with mean and standard deviation. ¥

Values are presented in years with median, percentiles 25 and 75. *P < 0.05.
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Tabela Ill. Demographic and clinical features of 87 patients with RA and genotypic distribution of

the T-786C eNOS polymorphism (C/C vs. T/T+T/C)|

Genotypic distribution

among RA patients

C/C TIT+T/C Odds ratio P§

n=11 n=76 (95% ClI)
Female 8 (72.7) 67 (89.3) 0.677 (0.1-4.4) 0.839
Aget#t 53.5(10.9)  55.0(11.5) - 0.691
Age of diagnosis# 46.5 (10.0) 46.1 (12.1) - 0.909
Age of the onset of symptoms# 44.1 (10.0) 42.6 (11.6) - 0.738
Duration of diagnosis¥ 6.8 (4.8-7.5) 7.3 (5.5-12.1) - 0.307
Rheumatoid factor positivity 11 (100) 68 (89.5) - -
Erosions 10 (90.9) 69 (90.8) 1.0 (0.1-50.2)  1.000
Extra-articular manifestations 5 (45.5) 11 (14.5) 4.9 (1.3-18.9) 0.026*
Rheumatoid nodules 3(27.3) 9(11.8) 2.8(0.5-11.7) 0.174
Atlantoaxial subluxation 1(9.1) 4 (5.3) 1.8 (0.1-20.6) 0.5
Vasculitis 1(9.1) 1(1.3) 7.5(0.1-596.1) 0.238
Amyloidosis - 2 (2.6) - -
Episcleritis 1(9.1) - - -

I Data are presented as number (percentage) of patients between each genotypic group, except

when indicated. § Comparisons between each genotypic group (qui-square with Yates’

correction, Fisher’'s exact test, Student’s T test ou Mann-Whitney’s teste). # Values are presented

in years with mean and standard deviation. ¥ Values are presented in years with median,

percentiles 25 and 75. *P < 0.05.
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Tabela IV. Clinical features of 87 patients with RA and allelic distribution of the T-786C

eNOS polymorphism allelic distribution

C T Odds ratio
n=63 (%) n=111 (%) (95% CI) P§
Rheumatoid factor positivity 58 (92.1) 100(90.1) 1.3(0.4-5.0) 0.890
Erosions 58 (92.1) 100 (90.1) 1.3(0.4-5.0) 0.890

Extra-articular manifestations 18 (28.6) 14 (12.6) 2.8 (1.2-6.5) 0.016*

Rheumatoid nodules 12(19.0) 12 (10.8) 1.9 (0.7-5.0) 0.199
Atlantoaxial subluxation 4 (6.3) 6 (5.4) 1.2(0.2-5.2) 0.867
Vasculitis 3(4.8) 1(0.1) 5.5(0.4-291.3) 0.271
Amyloidosis 2(3.1) 2(1.8) 1.8 (0.12-25.1) 0.918
Episcleritis 2(3.1) - - -

{ Data are presented as number (percentage) of patients between each allelic group,
except when indicated. § qui-square with Yates’ correction or Fisher's exact test.

* Peorr=0.032.
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RESUMO

Objetivo: avaliar associagdes potenciais entre o polimorfismo T-786C da regiao
promotora do gene da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) com a expressao clinica e
suscetibilidade para artrite reumatéide (AR).

Métodos: Cento e cinco pacientes caucasoides com diagnostico de artrite
reumatoide, satisfazendo os critérios do Colégio Americano de Reumatologia, que foram
recrutados no ambulatério do Servico de Reumatologia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, e 100 controles caucasoides saudaveis oriundos da mesma area geografica dos
pacientes foram genotipados através de reagdo de polimerase em cadeia para o
polimorfismo T-786C da regidao promotora do gene da eNOS. Dados clinicos,
demogréaficos, laboratoriais e radiograficos de 87 pacientes foram avaliados quanto a
associagao com genotipos e alelos especificos.

Resultados: A distribuicdo do gendtipo T-786C e alelos ndo se diferenciou
significativamente entre os pacientes portadores de AR e controles. A freqUéncia das
manifestagbes extra-articulares foi significativamente maior entre os portadores do
gendtipo C/C em comparagao com os pacientes portadores do alelo T (P=0,0026, RC 4,9;
95% CIl 95% 1,3-18,9). O alelo C foi significativamente associado com as manifestacoes
extra-articulares da AR (P=0,016, Pcorr=0,032, RC 2,8, IC 95% 1,2-6,5).

Conclusao: Os achados apresentados nao evidenciaram um papel importante do
polimorfismo estudado na suscetibilidade para a AR. No entanto, os resultados
evidenciaram uma associagdo entre o polimorfismo T-786C do gene da eNOS e
manifestacdes extra-articulares da AR.

Palavras-chave: artrite reumatoéide; polimorfismos; T-786C; eNOS; 6xido nitrico sintase

endotelial.



INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) € uma doencga sistémica inflamatdria de etiologia auto-
imune (1). Caracteriza-se basicamente por sinovite crénica, simétrica e erosiva
preferencialmente de articulagbes periféricas e a maioria dos pacientes apresenta fator
reumatoide positivo. Apesar de provaveis fatores ambientais deflagrarem o inicio da
doencga, a existéncia do componente genético na etiopatogénese da AR é claro (2). Os
genes relacionados ao HLA explicam menos de 50% da contribuicdo genética para
suscetibilidade da AR (3). Além de aumentar o risco de desenvolver AR, os polimorfismos
do HLA-DR de classe Il s&o relacionados a um pior prognéstico (4). Assim, a identificacao
de novos genes associados a suscetibilidade e gravidade da AR é uma necessidade
premente.

Pacientes portadores de AR tém uma sobrevida menor que a da populagdo em
geral. A expectativa de vida pode diminuir de 3 a 10 anos dependendo da gravidade da
doenca e da idade de inicio da mesma (5). A principal causa de morte em pacientes com
AR ¢é a doenga cardiovascular (DCV). Além disso, a mortalidade por DCV é maior na AR
em comparagao com a populagao em geral (6-8).

A disfuncao endotelial (DE) tem sido reportada em diversos estudos na AR (9-15).
A DE é, em grande parte, gerada pela redugao da biodisponibilidade de 6xido nitrico (ON)
no endotélio. A documentacido de disfungao endotelial € diretamente relacionada a um
risco aumentado para aterosclerose coronariana (16-18), a severidade de doenga
coronariana (16), e & doenga coronariana em pacientes jovens (18)

Como a regulagdo da produgao de oxido nitrico no endotélio se da através da
expressao da oxido nitrico sintase endotelial, o gene codificador de tal enzima, eNOS
(endothelial nitric oxide synthase), € um potencial candidato para suscetibilidade de

doenga aterosclerética (19). Recente meta-andlise que incluiu 26 estudos de caso-
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controle verificou a associagcado entre doenga coronariana aterosclerética e polimorfismos
de eNOS. As homozigoses para os alelos Asp298 e alelo “a” dos VNTRs do intron 4, bem
como o polimorfismo T-786C, estiveram associados a presenca de doencga cardiaca
isquémica (20, 21).

Além da AR, outras doengas reumatoldgicas, como o lUpus eritematoso sistémico
(LES), tém mortalidade cardiovascular aumentada com relagdo a populagdo da mesma
faixa etaria (22). Outras doengas reumatologicas também apresentam DE e os
polimorfismos da eNOS foram associados com Behget, arterite de células gigantes,
esclerose sistémica e LES (23-26).

Com base nos dados disponiveis, ndo € possivel explicar o excesso de risco
cardiovascular em portadores de AR através dos fatores de risco convencionais (27, 28).
Além disso, manifestacbes extra-articulares e marcadores de inflamagdo sistémica
conferem risco adicional para aterosclerose e morte cardiovascular entre pacientes com
AR, mesmo apds o controle de fatores de risco cardiovascular tradicionais e
comorbidades (29, 30). Assim, por suas associagdes com aterosclerose e outras doengas
inflamatérias crénicas, os polimorfismos da 6xido nitrico sintase endotelial constituem
plausiveis genes candidatos para suscetibilidade e marcadores fenotipicos da AR.

O objetivo do presente estudo é investigar a associagcado dos polimorfismos T-786C
da regiao promotora do gene da eNOS com AR e suas manifestagdes clinicas em uma

amostra de pacientes e controles saudaveis da regido sul do Brasil.

PACIENTES E METODOS
Populacdo em estudo

A populagao do estudo foi composta por 105 pacientes caucasoéides de amostra de
conveniéncia de pacientes com diagnéstico de AR atendidos pelo Servigo de

Reumatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Todos os pacientes
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preenchiam os critérios de classificagdo do Colégio Americano de Reumatologia para AR
(31). Estes pacientes tiveram o DNA gendmico coletado e armazenado. Os pacientes
tiveram seus arquivos médicos revisados para a obtencido de dados clinicos, laboratoriais
e radioldgicos. Oitenta e sete pacientes apresentavam registros médicos completos para
a analise. As manifestagbes extra-articulares avaliadas foram ndédulos reumatéides,
amiloidose, vasculite e episclerite. O padrdo de acometimento articular e a presenga de
noédulos reumatdides foram verificados através de avaliagdo clinica descritiva.
Radiografias de maos e pés foram obtidas para a classificagdo entre doenga erosiva e
nao erosiva por radiologista ou reumatologista experientes. A subluxagao atlantoaxial foi
documentada através de radiografia ou tomografia computadorizada de coluna cervical.
Amiloidose e vasculite foram diagnosticadas por histopatologia. O fator reumatéide foi
identificado através de nefelometria.

Os controles sao 100 voluntarios caucasoides saudaveis e originados da regido
urbana de Porto Alegre, da mesma forma que os pacientes estudados. A amostra para
extragdo de DNA gendmico foi coletada apds consentimento informado. O protocolo foi

submetido as Comissées Cientifica e de Etica do HCPA para sua realizagéo.

Deteccéo do polimorfismo T-786C

O DNA do sangue periférico foi extraido de acordo com o método descrito por
Lahiri e Nurnberger (32). O DNA gendmico foi estocado a —-20°C e mantido no
Departamento de Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O
polimorfismo T-786C foi analisado utilizando os primers especificos conforme descritos
por Gonzalez Orddfez et al (33). As amostras da reagéo foram preparadas da seguinte

maneira: 1 ul de DNA (0,2-0,5 ug), 2,5 ul de tampao 10X contendo 30 mM de dNTP e 10

pmol de cada primer e 1U de Taq DNA polimerase (volume total da reagédo de 25 pl). As
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amostras foram submetidas a 35 ciclos em uma temperatura de 98° por 35 segundos, 62°
por 50 segundos e 72° por 50 segundos. O fragmento amplificado de 180 pares de bases
(pb) foi digerido com Mspl (4 horas a 37°), produzindo fragmentos de 140 pb e 40 pb
correspondentes a presencga dos alelos normais ou fragmentos de 90 pb, 50 pb e 40 pb
relacionados a variante alélica —786C. O produto da PCR foi submetido a eletroforese em

gel de agarose 3% com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta.

Andalise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se os programas EPI-INFO verséo 6 e
SPSS para Windows versado 12.0. A presente amostra permitiu um poder de 80% com
nivel de significancia de 5% para identificar uma diferenga de 15% (OR 1,8) na freqiéncia
do alelo C entre os casos e controles. A andlise da associacdo entre as variaveis
categodricas, incluindo as freqléncias alélicas e genotipicas, foi feita através do teste do
qui-quadrado (com correg¢ao de Yates em tabelas 2X2) ou teste exato de Fisher. Variaveis
quantitativas com distribuicdo normal foram testadas com a utilizacdo de teste T de
Student para amostras independentes ou Mann-Whitney, e de analise de variancia. Diante
da ocorréncia de heterogeneidade de variancias, foi aplicado teste de analise de variancia
nao-paramétrico (Kruskal-Wallis). Valores de P < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Todos os valores de P apresentados sdo bicaudais.
Quando significativos, os valores de P foram corrigidos (P..) multiplicando P pelo numero
de alelos comparados. As populagdes estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg para ambos

os alelos analisados.
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RESULTADOS

As freqUéncias alélicas e genotipicas do T-786C dos 105 pacientes e 100
controles estdo demonstradas na tabela |. Nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre casos e controles.

A tabela Il demonstra a distribuicdo genotipica do T-786C e as caracteristicas
clinicas e demograficas de 87 pacientes com artrite reumatdide. A freqiiéncia de
manifestagbes extra-articulares foi significativamente maior nos homozigotos C/C
(P=0,022). As chances dos pacientes portadores da homozigose C/C apresentarem
manifestagbes extra-articulares foram significativamente maiores em comparagdo com
heterozigotos e homozigotos T/T (P=0,026, RC 4,9, IC 95% 1,3-18,9) (tabela Ill). Nao
foram verificadas diferengas estatisticamente significativas entre os diferentes grupos
genotipicos nas caracteristicas demograficas, bem como idade de inicio dos sintomas,
tempo de diagnéstico, presencga de fator reumatoide, erosdes, nddulos reumatoides e sub-
luxagao atlantoaxial.

As comparagdes entre as freqliéncias dos alelos C e T e os dados clinicos dos
pacientes portadores de artrite reumatdide estdo demonstrados na tabela V. Foi
observada associagao significativa da presenca do alelo C e manifestacbes extra-
articulares (P=0,016, P.,=0,032, RC 2,8, IC 95% 1,2-6,5). Nao houve diferencas
estatisticamente significativas entre os alelos quanto a presenga de fator reumatdide,

erosdes, nodulos reumatdides e subluxagao atlantoaxial.

DISCUSSAO

Os achados do presente estudo ndo demonstraram diferengas estatisticamente
significativas entre os pacientes e o grupo controle, mas sugerem que existe uma
associagao entre a homozigose para o alelo C do polimorfismo T-786C e um fendtipo

clinico mais grave de AR. Os resultados que suportam esta hipotese sdo a associagao
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entre os portadores do gendtipo C/C e manifestagbes extra-articulares em comparagao
com portadores dos gendtipos T/T e T/C, assim como a maior freqiiéncia do alelo C entre
os pacientes com manifestagdes extra-articulares de AR.

O o6xido nitrico (ON) é produzido constitutivamente pelas sintases endotelial
(eNOS) e neuronal (nNNOS), e, em maiores concentracdes, pela sintase indutivel (iNOS)
apos estimulo inflamatério. O dano tecidual dependente do o6xido nitrico tem sido
implicado numa variedade de doengas reumatologicas, incluindo a AR (34). A
documentacdo do aumento intra-articular e no soro dos niveis de nitrito e nitrato em
pacientes portadores de AR é uma evidéncia indireta do aumento de producao de ON (35,
36). Este aumento da producdo de ON é proporcionada pelo estimulo de citocinas
inflamatdrias, incluindo IFN-a, TNF-a e IL-13, determinando degradacao da cartilagem
(37). Inversamente, a produgao de ON pela eNOS pode servir como fungao protetora, ou
antiinflamatoria, prevenindo a adesdo e a liberacdo de substancias oxidativas por
neutrofilos ativados na microvasculatura (34). Como documentado em ensaio de
luciferase com gene repoérter, a mutagéao T-786C resultou em uma significativa redugao da
atividade promotora do gene da eNOS, este achado sugere que tal mutagdo pode reduzir
a sintese de ON advindo do endotélio. Assim, parece razoavel assumir que esta
expressao alterada de eNOS pode ter um papel na perpetuagdo e aumento da cascata
inflamatdria. Particularmente na AR, isto poderia predispor a uma doenga mais agressiva.
Esta explicagdo corrobora o achado de uma freqiéncia maior de manifestacdes extra-
articulares nos portadores do genétipo C/C. Por outro lado, ndo houve associagéo do T-
786C com erosobes. Possiveis explicacdes sdo a alta percentagem (90,8%) de doenca
erosiva entre os pacientes estudados, ja que a mediana do tempo de duragéo da artrite foi
de 7 anos e a maioria dos pacientes é pertencente a classes socioecondmicas mais
baixas, e o reduzido tamanho da amostra para detectar efeitos menores. Pacientes

pertencentes a classes sociais mais baixas apresentam um pior prognéstico a AR (38).
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Além do mais, a amostra selecionada € oriunda de centro de referéncia em reumatologia,
maior numero de casos graves do que a pratica clinica em geral.

Como mencionado anteriormente, a AR esta relacionada ao desenvolvimento de
DCV. Neste cenario, a associagdo entre o polimorfismo T-786C e uma artrite reumatoéide
mais grave é interessante, porque esta mutacdo é também um fator de risco genético
para DCV. Em 2004, Gonzalez-Gay et al estudou a influéncia de fatores de risco
genéticos para aterosclerose em pacientes com AR. Os autores verificaram que pacientes
com AR portadores do alelo HLA-DRB1*0404 exibiam DE severa (12). Estes dados aqui
apresentados sugerem a necessidade de examinar cuidadosamente a relagcdo entre o
polimorfismo T-786C, gravidade de doenga e aterosclerose na AR.

As frequéncias dos alelos e gendtipos do eNOS T-786C nao diferiram
significativamente entre os 105 pacientes com AR e os 100 controles. Os controles
incluidos eram caucaséides que habitavam a mesma area geografica que os pacientes e
de mesma origem étnica, descendendo de imigrantes europeus (principalmente
portugueses, alemaes e italianos). Foram excluidos os controles com idade inferior aos 30
anos para evitar a inclusao de futuros casos de AR, desde que o pico de incidéncia da
doenca situa-se entre a quarta e quinta décadas. Os individuos eram n&o relacionados e
nao demonstravam sinais fenotipicos de miscigenagao étnica. Esta uniformidade étnica é
relevante porque existem diferengas nas freqiéncias genotipicas do gene da eNOS entre
etnias (39). Na populagdo estudada, as freqliéncias dos alelos e gendtipos do
polimorfismo T-786C foram menores do que as encontradas em caucasoides americanos
(alelo C 35% vs. 42%; homozigotos C/C 12% vs. 16%) (39). Estas freqiéncias menores
poderiam explicar uma possivel falta de poder para detectar diferencas de menor
magnitude entre pacientes e controles. Apesar disto, o presente achado confirma o
resultado de um estudo espanhol prévio com maior numero de pacientes e controles, 200

pacientes e 251 controles caucasoides, que ndo demonstrou diferencas nas frequéncias
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alélicas e genotipicas ou na presenca de positividade para o fator reumatéide. Os
resultados foram negativos para dois polimorfismos de eNOS, T-786C e Glu298Asp (40).

Concluindo, os resultados apresentados neste estudo n&o evidenciam um papel
importante deste polimorfismo na suscetibilidade para AR. No entanto, os achados
evidenciam uma associagdo entre o polimorfismo T-786C do gene da eNOS e
manifestagbes extra-articulares da AR. Mais estudos sdo necessarias para confirmar esta
associacao e para elucidar o papel deste polimorfismo na patogénese das manifestages
clinicas e DCV da AR. A identificagdo de novos marcadores de gravidade sao requeridos
para guiar estratégias de tratamento que posterguem a progressdo da AR e suas

complicagdes.
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Tabela I. Gendtipos e frequéncias alélicas do polimorfismo T-786C em pacientes

com artrite reumatéide (AR) e controles.

Artrite reumatoéide Controles P

Genotipos n=105 (%) n=100 (%)

T/T 45 (42,8) 42 (42)

T/IC 49 (46,7) 46 (46) 0,942°
C/IC 11 (10,5) 12 (12)

Alelos n=210 (%) n=200 (%)

C 71 (33,8) 70 (35) 0,881
T 139 (66,2) 130 (65)

* Qui-quadrado; "Qui-quadrado com correcéo de Yates.

82



Tabela Il. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com artrite reumatoide (AR) e

distribuicao genotipica do eNOS-7861

Todos

pacientes com

Pacientes com AR

divididos por genétipos

AR
TT T/IC C/IC

n=87 n=35 n=41 n=11 P§
Sexo feminino 70 (80,5) 26 (74,3) 36 (87,8) 8 (72,7) 0,263
Idade# 54,8 (+11,3) 53,4 (x11,4) 56,3 (x11,4) 53,5(x10,9) 0,505
Idade do diagndstico# 46,1 (+11,8) 43,8 (x11,9) 47,9 (+12,1) 46,5 (x10) 0,347
Idade de inicio dos sintomas# 42,8 (x11,3) 40,7 (x12,2) 44,2 (x11) 44 (£10) 0,469
Tempo de diagnostico¥ 7(5,2-12) 8(5,9-12,8) 6,5(5,2-11,2) 6,8 (4,8-7,5) 0,387
Fator reumatéide positivo 79 (90,8) 32 (91,4) 36 (87,8) 11 (100) 0,465
Erosdes 79 (90,8) 31 (88,6) 38 (92,7) 10(90,9) 0,826
Manifesta¢des extra-articulares 16 (18,4) 3(8,6) 8 (19,5) 5 (45,5) 0,022*
Nodulos reumatoides 12 (13,8) 3(8,6) 6 (14,6) 3(27,3) 0,285
Subluxacéo atlanto-axial 5(13,8) 2(5,7) 2(4,9) 1(9,1) 0,867
Vasculite 2(2,3) - 1(2,4) 1(9,1) -
Amiloidose 2(2,3) - 2(4,9) - -
Episclerite 1(1,1) - - 1(9,1) -

9 Dados apresentados como numero de pacientes e percentagem dentro de cada gendtipo entre

parénteses, exceto quando indicado.§ Comparacgéo entre diferentes grupos genotipicos (qui-

quadrado, andlise de variancia ou teste de Kruskal-Wallis).# Dados apresentados como média e

desvio padrao;T Dados apresentados como mediana, percentis 25 e 75.*p < 0,05.
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Tabela Ill. Caracteristicas clinicas dos pacientes com artrite reumatéide de acordo com a

distribuicao genotipica (C/C vs. T/T+T/C)|

Cc/C T/T+T/C Razéo de P§
n=11 n=76 chances
(IC 95%)

Sexo feminino 8 (72,7) 67 (89,3) 0,677 (0,1-4,4) 0,839
Idade# 53,5(10,9) 55,0 (11,5) - 0,691
Idade do diagnostico# 46,5(10,0) 46,1 (12,1) - 0,909
Idade de inicio dos sintomas# 44,1 (10,0) 42,6 (11,6) - 0,738
Tempo de diagnosticot 6,8 (4,8-7,5) 7,3 (5,5-12,1) - 0,307
Fator reumatéide positivo 11 (100) 68 (89,5) - -
Erosdes 10 (90,9) 69 (90,8) 1,0 (0,1-50,2) 1,000
Manifestacdes extra-articulares 5 (45,5) 11 (14,5) 4,9 (1,3-18,9) 0,026*
Nédulos reumatéides 3(27,3) 9 (11,8) 2,8 (0,5-11,7) 0,174
Subluxagéao atlanto-axial 1(9,1) 4 (5,3) 1,8 (0,1-20,6) 0,5
Vasculite 1(9,1) 1(1,3) 7,5(0,1-596,1) 0,238
Amiloidose - 2 (2,6) - -
Episclerite 1(9,1) - - -

9 Dados apresentados como numero de pacientes e percentagem dentro de cada grupo alélico
entre parénteses, exceto quando indicado. § Comparagéao entre diferentes grupos genotipicos (qui-
quadrado com corregdo de Yates, teste exato de Fisher, teste T de Student ou teste de Mann-
Whitney).# Dados apresentados como média e desvio padrédo; ¥ Dados apresentados como
mediana, percentis 25 e 75.*p < 0,05.Qui-quadrado com correcéo de Yates ou teste exato de

Fisher.* p<0,05.
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Tabela IV. Caracteristicas clinicas dos pacientes com artrite reumatéide de acordo com a

distribuicao alélicaf|

C T Razao de P§

n=63 (%) n=111 (%) chances

(IC 95%)
Fator reumatoide positivo 58 (92,1) 100(90,1) 1,3(0,4-5,0) 0,890
Erosdes 58 (92,1) 100 (90,1) 1,3(0,4-5,0) 0,890

Manifestagbes extra-articulares 18 (28,6) 14 (12,6) 2,8 (1,2-6,5) 0,016

Noédulos reumatéides 12 (19,0) 12(10,8) 1,9 (0,7-5,0) 0,199
Subluxacao atlanto-axial 4 (6,3) 6 (5,4) 1,2 (0,2-5,2) 0,867
Vasculite 3(4,8) 1(0,1) 5,5(0,4-291,3) 0,271
Amiloidose 2(3,1) 2(1,8) 1,8 (0,12-25,1) 0,918
Episclerite 2(3,1) - - -

4 Dados apresentados como numero de pacientes e percentagem dentro de cada grupo
alélico entre parénteses, exceto quando legendado;
§ Qui-quadrado com correcao de Yates ou teste exato de Fisher;

* Peorr=0,032.
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9 ANEXOS



9.1 ANEXO I - Protocolo de pesquisa

PROTOCOLO DO AMBULATORIO DE ARTRITE REUMATOIDE
PRIMEIRA CONSULTA Data: /| COLETOUDNA? Data: /[

Identificagéo:

Nome:

Pront:. 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 Diagndésticos Preenchidos:

Critérios revisados de Classificacdo da Artrite Reumatdide do Colégio Americano de

Reumatologia (ACR)1987 (21).

Rigidez matinal: Rigidez matinal periarticular ou articular com duragédo de pelo menos uma
hora antes da melhora maxima possivel;

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.

Artrite nas articulagdes das maos em pelo menos uma das seguintes areas: punho, MCF ou
IFP com inflamagéo

Artrite simétrica: Comprometimento simultdneo das mesmas areas articulares (como definidas
em 2) em ambos os lados do corpo (0 comprometimento bilateral de IFP, MCF, o MTF é
aceitavel sem simetria absoluta.

Noédulos reumatoides: Nodulos subcutaneos sobre as proeminéncias dsseas, ou superficies
extensoras ou em regides periarticulares, observados por um médico.

Fator reumatoéide sérico positivo.
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7) Alteragdes ao exame radiografico: alteragdes tipicas da AR nas maos ou punhos, incluindo

erosOes 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 diagnoésticos clinicos nao séo excluidos.

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

HAQ:

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
Ill.  capacidade para auto-cuidados, as limitado no trabalho e lazer

IV. limitagdo nos auto-cuidados

ManifestacOes Extra-Articulares:

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

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

Tratamento Farmacoldgico Prévio:

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

Toxicidade

() Qual?

() Qual?

() Qual?

() Qual ?

periodo:

periodo:

periodo:
periodo:

Periodo:
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9.2 ANEXO Il — Termo de Consentimento
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO

AVALIAGAO DE POLIMORFISMO GENICO DA OXIDO NiTRICO SINTASE NA
ARTRITE REUMATOIDE

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

Os portadores de artrite reumatodide apresentam mais chance de ter problemas
cardiovasculares do que outras pessoas, como o infarto, a angina, o derrame cerebral, a
trombose das pernas e a embolia pulmonar.

Este estudo estd sendo realizado para tentar identificar os fatores de risco para

problemas cardiovasculares em pessoas com artrite.

DE QUE CONSTA O ESTUDO?

Sera coletada uma amostra de sangue. O exame de sangue sera destinado a
avaliagdo genética e so sera utilizado para a analise de genes relacionados ao aumento
de risco cardiovascular e a atividade da artrite. O uso dessa parte do sangue para
quaisquer outras finalidades é vetado. Também serdo levantadas informagdes sobre a

sua artrite através de exame fisico, avaliacao laboratorial e radiologica.

QUAIS SAO AS VANTAGENS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

1. Avaliar o estagio de evolugédo da artrite de cada paciente, permitindo prevenir
problemas futuros

2. Colaborar para o avango e progresso do conhecimento sobre a artrite

reumatoide e sobre as doencas cardiovasculares

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

temporaria e colegado de sangue na pele (equimose ou hematoma)
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HA A POSSIBILIDADE DESTE ESTUDO CONTINUAR?

Este estudo foi planejado para encerrar em 2005, e para avaliar o risco genético
apenas através dos genes da oOxido nitrico sintetase. No entanto, é possivel que mais
genes e outros fatores relacionados ao risco cardiovascular em pacientes com artrite
reumatoide possam vir a ser analisados mais adiante. Outra possibilidade é que em 5 ou
10 anos os pacientes sejam contatados novamente para verificar se houve surgimento de

problemas cardiovasculares de fato.

DADOS RELATIVOS A PROTECAO DO PACIENTE

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

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

C. A decisao de néao participar ndo interferira no acompanhamento normal dos
pacientes no Ambulatério, na Emergéncia nem na Internagdo 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 informacdoes 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 dos genes da 6xido

nitrico sintetase.

() Autorizo o uso dos dados desta pesquisa para analise dos genes da 6xido

nitrico sintetase e de outros genes relacionados a doenca cardiovascular e a artrite

reumatodide que possam vir a ser considerados relevantes dentro desta linha de pesquisa,

desde que pelo mesmo grupo de pesquisa.

Paciente:

Registro: Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura do pesquisador:
Porto Alegre, de de 200___
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Pesquisadores responsaveis:

Prof. Dr. Ricardo Machado Xavier

Tel: (051) 2101 8340; FAX: (051) 3331 3834
Claiton Brenol

Tel: (051) 9916 6026

Comité de Pesquisa e Etica em Saude:
Telefone: (051) 2101 8304
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9.3 ANEXO Ill — Critérios diagnoésticos da artrite reumatéide do
Colégio Americano de Reumatologia

CRITERIOS DIAGNOSTICOS DA ARTRITE REUMATOIDE [4] :

1. Rigidez articular matinal com duragdo maior ou igual a 1 hora até a maxima
melhora

2. Artrite de 3 ou mais areas articulares simultaneamente observado pelo médico,
dentre as 14 areas possiveis: interfalangeanas proximais, metacarpofalangenas,
punhos, cotovelos, joelhos, tornozelos e metatarsofalangeanas direitas ou
esquerdas.

3. Artrite das articulagbes das maos em ao menos 1 area (interfalangeanas
proximais, metacarpofalangenas, ou punhos).

4. Artrite simétrica das mesmas areas articulares em ambos os lados do corpo. Nao
€ necessario simetria absoluta.

5. Presenga de nodulos subcutaneos junto a superficies extensoras, proeminéncias
Osseas ou justa-articulares.

6. Fator reumatoéide sérico positivo.

7. Erosbes articulares efou periarticulares com diminuigao da densidade éssea, nas

ma&os ou punhos, observadas em exames radioldgicos.

Para fins de classificagdo de doenga, o(a) paciente deve apresentar ao menos 4 dos 7
critérios. Pacientes com 2 critérios clinicos nao sao excluidos. Termos como AR classica,

definitiva ou provavel nao devem ser aplicados.

93



