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RESUMO	  
	  
	  
	  
	  
A	   Artrite	   Reumatoide	   (AR)	   é	   uma	   doença	   autoimune	   que	   afeta	   1%	   da	   população	   geral,	  
promovendo	  poliartrite	  e	  destruição	  articular	  com	  variados	  graus	  de	  incapacidade.	  Cerca	  de	  
60%	   dos	   fatores	   de	   risco	   da	   AR	   são	   relacionados	   a	   caracteres	   genéticos	   do	   indivíduo.	   Os	  
polimorfismos	  funcionais	  dos	  genes	  TNF	  -‐308	  G/A	  e	  PTPN22	  1858	  C/T	  foram	  associados	  à	  AR	  
e	   à	   Tuberculose	   em	  diversos	   estudos.	  O	  objetivo	  deste	   estudo	   foi	   analisar	   a	   influência	   do	  
polimorfismo	  da	  região	  promotora	  do	  gene	  do	  Fator	  de	  Necrose	  Tumoral-‐α,	  TNF	  -‐308	  G/A	  e	  
do	   gene	   PTPN22	   1858	   C/T	   na	   Artrite	   Reumatoide	   (AR)	   e	   na	   Tuberculose	   pulmonar	   em	  
indivíduos	   procedentes	   do	   Amazonas.	   Para	   isso,	   foram	   genotipados,	   pela	   técnica	   baseada	  
em	   PCR-‐RFLP	   para	   o	   polimorfismo	   TNF	   308	   G/A	   (TNF2)	   e	   PTPN22	   1858T,	   545	   indivíduos	  
sendo	  205	  controles	   sem	  Artrite,	  208	  pacientes	  com	  Tuberculose	  e	  132	  portadores	  de	  AR.	  
Não	  foi	  observado	  aumento	  da	  frequência	  dos	  alelos	  TNF2	  ou	  PTPN22	  1858T	  em	  portadores	  
de	   Artrite	   Reumatoide	   e	   Tuberculose	   em	   comparação	   aos	   controles	   (p=0,218;	   p=0,376,	  
respectivamente).	   Foram	   identificados	   como	   fatores	   preditivos	   para	   manifestações	  
sistêmicas	  da	  Artrite	  Reumatoide:	  o	  Fator	  Reumatoide	  positivo,	  a	  idade	  maior	  que	  60	  anos	  e	  
o	   tempo	   de	   doença	   (p=0001).	   Quando	   os	   dados	   foram	   estratificados	   segundo	   as	   formas	  
predominantemente	  articulares	  ou	  sistêmicas,	  o	  alelo	  TNF2	  esteve	  fortemente	  associado	  às	  
formas	  sistêmicas	  (p=0,001;	  OR=4,75;	  Intervalo	  de	  confiança	  =	  1,82	  –	  12,40),	  além	  de	  estar	  
associado	   ao	   uso	   de	   imunobiológicos	   Anti-‐TNF	   (p=0,021;	   OR=2,93;	   Intervalo	   de	  
confiança=1,15	   –	   7,49).	   O	   alelo	   PTPN22	   1858T	   também	   está	   associado	   ao	   uso	   de	  
imunobiológicos	   (p=0,021;	   OR=	   4,39;	   Intervalo	   de	   Confiança=1,08	   –	   17,86),	   mas	   não	   está	  
relacionado	  às	  formas	  sistêmicas	  (p=0,071;	  OR	  =	  3,17;	  Intervalo	  de	  Confiança	  =	  0,83	  –	  11,73).	  
Entretanto,	  o	  polimorfismo	  de	  PTPN22	  1858	  C/T	  não	  foi	  associado	  à	  Artrite	  Reumatoide	  ou	  à	  
Tuberculose	  Pulmonar.	  Estes	  resultados	  sugerem	  que	  o	  alelo	  TNF2	  está	  associado	  às	  formas	  
mais	   graves	   da	   AR	   em	   indivíduos	   do	   Amazonas,	  mas	   não	   ao	   risco	   de	   desenvolver	   Artrite	  
Reumatoide.	  
	  
Palavras-‐Chave:	   Predisposição	   genética	   à	   doença;	   drogas	   Anti-‐TNF;	   artrite	   reumatoide;	  
Tuberculose;	  TNF	  -‐308	  G/A	  e	  PTPN22	  1858	  C/T.	  

	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  



 
 

	  
	  

ABSTRACT	  
	  
	  
	  
	  
Rheumatoid	  Arthritis	  (RA)	  is	  a	  autoimmune	  disease	  that	  affects	  1%	  of	  worldwide	  population	  
and	  promotes	  polyarthritis	  and	  joint	  destruction	  with	  work	  disability.	  About	  60%	  of	  the	  risk	  
factors	   of	   RA	   are	   related	   to	   genetic	   characteristics	   of	   individuals.	   	   The	   functional	  
polymorphisms	  of	  the	  TNF	  gene	  -‐308	  G/A	  and	  PTPN22	  1858	  C/T	  were	  associated	  with	  RA	  in	  
several	   studies.The	   aim	  of	   this	   study	  was	   to	   investigate	   the	   influence	  of	   the	  TNF	   308	  G/A	  
polymorphism	  in	  the	  promoter	  region	  of	  the	  tumor	  necrosis	  factor-‐α	  gene	  and	  PTPN22	  1858	  
C/T	  on	  rheumatoid	  arthritis	  and	  tuberculosis	  patients	  from	  the	  Brazilian	  Amazon.	  A	  total	  of	  
545	  individuals	  ⎯	  205	  healthy	  controls	  without	  arthritis	  and	  132	  individuals	  suffering	  from	  
rheumatoid	   arthritis	   and	   208	   tuberculosis	   patients	   ⎯	   were	   genotyped	   for	   these	  
polymorphisms	  using	  a	  methodology	  based	  on	  PCR-‐RFLP.	  Rheumatoid	  factor,	  age	  more	  than	  
60	   years	   old	   and	   more	   than	   10	   disease	   years,	   was	   found	   to	   be	   risk	   factors	   for	   systemic	  
disease	   (p=0,0001).	   The	   frequency	   of	   the	   A	   allele	   (TNF2)	   in	   rheumatoid	   arthritis	   sufferers	  
was	  not	  found	  to	  be	  significantly	  higher	  than	  in	  the	  controls	  (p=0.671;	  OR=1.16;	  confidence	  
interval=0.59	   –	   2.25).	   However,	   using	   a	   logistic	   regression	  model	  when	   the	   patients	  were	  
stratified	   according	   to	   whether	   the	   manifestations	   were	   preponderantly	   articular	   or	  
systemic,	  there	  was	  a	  strong	  association	  between	  the	  TNF2	  allele	  and	  the	  systemic	  disease	  
(p=0.001;	   OR=4.75;	   confidence	   interval=1.82	   –	   12.40)	   as	   well	   as	   the	   use	   of	   anti-‐TNF	  
immunotherapy	   (p=0.021;	   OR	   2.93;	   confidence	   interval=1.15	   –	   7.46).	   On	   the	   other	   hand,	  
PTPN22	   1858T	   allele	   was	   not	   associated	   with	   systemic	   disease	   (p=0,071;	   OR=3,17;	  
confidence	  interval=0.83	  –	  11.73),	  but	  we	  found	  association	  between	  this	  allele	  and	  biologic	  
anti-‐TNF	   immunotherapy	   (p=0,021;	  OR=4.39;	  confidence	   interval=1.08	  –	  17.86).	  Moreover,	  
there	  was	   found	   no	   association	   between	  PTPN22	   15858	   C/T	   and	   rheumatoid	   arthritis	   nor	  
tuberculosis.	  These	  results	  suggest	  that	  the	  TNF2	  allele	  is	  associated	  with	  the	  more	  serious	  
forms	   of	   the	   disease	   in	   individuals	   from	   the	   Brazilian	   Amazon	   but	   not	   with	   a	   risk	   for	  
developing	  RA.	  
	  
Keywords:	   Genetic	   predisposition	   to	   disease;	   anti-‐TNF	   drugs;	   rheumatoid	   arthritis;	  
tuberculosis;	  TNF	  -‐308	  G/A	  and	  PTPN22	  1858	  C/T.	  	  
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INTRODUÇÃO	  
	  
	  

A	  Artrite	  Reumatoide	  (AR)	  foi	  descrita	  pela	  primeira	  vez	  pelo	  médico	  francês	  Augustin	  

Landrè-‐Beuvais	  em	  1800	  como	  uma	  variante	  clínica	  da	  artrite	  gotosa	  crônica	  (SNORRASON,	  

1952;	  LANDRE-‐BEAUVAIS,	  2001).	  Trata-‐se	  de	  uma	  doença	  inflamatória	  crônica	  e	  autoimune	  

que	  afeta	  aproximadamente	  1%	  da	  população	  geral,	  estando	  associada	  a	  um	  alto	  índice	  de	  

incapacidade	  para	  o	  trabalho	  e	  para	  atividades	  da	  vida	  diária	   (ALAMANOS;	  DROSOS,	  2005;	  

ALAMANOS	  et	  al.,	  2006;	  TOBON	  et	  al.,	  2010).	  	  

Clinicamente,	   a	   AR	   promove	   inflamação	   e	   proliferação	   da	   membrana	   sinovial	  

articular	  com	  edema,	  dor	  e	  rubor	  das	  articulações	  (poliartrite)	  e,	  quando	  não	  tratada,	  leva	  a	  

destruição	  e	  anquilose	  das	  articulações	  (CARVALHO	  et	  al.,	  2008).	  	  Por	  outro	  lado,	  a	  AR	  está	  

associada	  à	  alta	  morbimortalidade	  cardiovascular	  (SOLOMON	  et	  al.,	  2010)	  em	  pessoas	  com	  

longo	   tempo	   de	   doença	   e	   altos	   custos	   de	   tratamento	   (KOBELT;	   JONSSON,	   2008;	   KOBELT,	  

2009).	   No	   Brasil,	   acredita-‐se	   que	   acometa	   cerca	   de	   0,2	   a	   1%	   (CARVALHO	   et	   al.,	   2008)	   da	  

população	  brasileira	  e	  foi	  observado	  que	  a	  doença	  também	  tem	  altos	  custos	  de	  tratamento	  

no	  país	  (CHERMONT	  et	  al.,	  2008;	  DE	  AZEVEDO	  et	  al.,	  2008).	  

A	  etiopatogenia	  da	  AR	  não	  é	  completamente	  entendida,	  mas	  sabe-‐se	  que	  afeta	  mais	  

mulheres	   que	   homens	   em	   idade	   produtiva	   e	   tem	   uma	   forte	   associação	   com	   o	   tabagismo	  

(BANG	  et	  al.,	  2010).	  Entretanto,	  a	  AR	  também	  tem	  um	  vinculo	  genético	  forte,	  acreditando-‐se	  

que	  cerca	  de	  30	  a	  60%	  do	  risco	  para	  AR	  seja	  de	  caráter	  genético.	  Nos	  indivíduos	  portadores	  

de	  HLA-‐DRB1	  com	  alelos	  do	  epítopo	  compartilhado	  o	  risco	  de	  desenvolver	  a	  doença	  é	  de	  7	  a	  

14	  vezes	  maior	  (HOLOSHITZ,	  2010;	  ISAACS,	  2010).	  	  

A	  interação	  dos	  caracteres	  genéticos	  do	  indivíduo	  com	  fatores	  ambientais	  é	  um	  passo	  

fundamental	  para	  quebra	  dos	  mecanismos	  de	  autotolerância.	  Alguma	  atividade	  autoimune,	  
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como	   a	   produção	   de	   autoanticorpos	   antipeptídeo	   citrulinado	   cíclico	   (Anti-‐CCP),	   pode	  

preceder	   em	   muitos	   anos	   os	   sintomas	   clínicos	   (DEANE	   et	   al.,	   2010).	   Uma	   vez	   iniciado	   o	  

processo	  inflamatório	  sinovial,	  progressivamente	  a	  membrana	  sinovial	  torna-‐se	  hipercelular,	  

infiltrando	  os	  tecidos	  ósseos,	  cartilagenosos	  articulares	  e	  periarticulares,	  levando	  a	  erosão	  e	  

destruição	  destes	   tecidos.	  No	   líquido	  sinovial	  de	  pacientes	  com	  AR	  várias	   citocinas	  podem	  

ser	   identificadas,	   inclusive	   àquelas	   anti-‐inflamatórias	   e	   reguladoras,	   porém	   o	   efeito	  

dominante	  é	  uma	  alta	  atividade	  inflamatória	  (FIRESTEIN,	  2003;	  IMBODEN,	  2009;	  TAYLOR	  et	  

al.,	  2010).	  

As	   doenças	   autoimunes,	   assim	   como	   várias	   outras	   doenças,	   emergem	   a	   partir	   de	  

interações	  ambientais	  com	  fatores	  genéticos	  e	  epigenéticos,	  que	  resultam	  em	  perturbações	  

das	   complexas	   redes	   de	   interação	   imunobiológicas	   do	   corpo	   (PASCUAL	   et	   al.,	   2010).	   A	  

pesquisa	  em	  genética	  destas	  doenças,	  incluindo	  a	  AR,	  possibilita	  conhecer	  melhor	  seus	  riscos	  

genéticos.	  Além	  disso,	  quando	  um	  gene	  de	  risco	  é	  identificado,	  pode	  suscitar	  novos	  insights	  

na	   imunopatogenia	   destas	   doenças	   e,	   a	   partir	   disso,	   estabelecer	   novos	   alvos	  moleculares	  

para	  futuros	  tratamentos.	  Até	  o	  presente,	  os	  estudos	  em	  genética	  da	  AR	  identificaram	  alelos	  

que	   contribuem	   com	   cerca	   de	   15	   a	   20%	   	   de	   toda	   a	   carga	   genética	   da	   doença	   (PLENGE;	  

RAYCHAUDHURI,	  2010).	  	  

O	   loci	  do	  HLA,	   situado	  no	  braço	  curto	  do	  cromossomo	  6	   (região	  6p21),	  uma	   região	  

altamente	   polimórfica	   do	   genoma	   humano,	   encontram-‐se	   genes	   de	   forte	   associação	   com	  

AR.	   Entre	   eles	   o	   HLA-‐DRB1,	   o	   TNFAIP3,	   TAGAP,	   CCR6,	   entre	   outros	   (PLENGE;	  

RAYCHAUDHURI,	  2010).	  Situado	  na	  mesma	  região,	  está	  o	  gene	  TNF	  que	  apresenta	  diversos	  

polimorfismos.	  O	  SNP	  TNF	   -‐308G/A	  envolve	  a	  substituição	  de	  guanina	   (G)	  por	  adenina	   (A),	  

produzindo	  os	  alelos	  TNF1	  (G)	  e	  o	  TNF2	  (A).	  O	  alelo	  TNF2	  esteve	  associado	  com	  aumento	  da	  

transcrição	   do	   gene	   TNF-‐α,	   consequentemente	   maior	   reação	   inflamatória	   (HAJEER;	  
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HUTCHINSON,	   2001;	   MENGES,	   THILO	   et	   al.,	   2008;	   KARIMI	   et	   al.,	   2009).	   Por	   outro	   lado,	  

diversos	   estudos	   associaram	   este	   polimorfismo	   à	   Artrite	   Reumatoide	   (CVETKOVIC	   et	   al.,	  

2002;	  MUGNIER	   et	   al.,	   2003;	   BALOG	  et	   al.,	   2004;	   PAWLIK	   et	   al.,	   2005;	   SCHIATTINO	  et	   al.,	  

2005;	  REZAIEYAZDI	  et	  al.,	  2007;	  VINASCO	  et	  al.,	  2008;	  URSUM	  et	  al.,	  2010).	  

O	   polimorfismo	   do	   gene	   de	   uma	   proteína	   chamada	   Protein	   tyrosine	   phosphatase,	  

non-‐receptor	  type	  22	  (PTPN22),	  também	  conhecida	  como	  Lyp,	  comum	  em	  tecidos	   linfoides	  

foi	  associado	  a	  várias	  condições	  autoimunes,	  inclusive	  a	  AR	  (BOTTINI	  et	  al.,	  2004;	  OROZCO;	  

BARTON,	  2010).	  Este	  polimorfismo	  ganhou	  notoriedade	  porque	  está	  situado	  fora	  do	  loci	  do	  

HLA	  e	  os	  estudos	  de	  associação	  genética	  em	  doenças	  autoimunes	  puderam	  ser	  reproduzidos	  

em	  várias	  populações	  (RAYCHAUDHURI,	  2010).	  	  

O	  polimorfismo	   resulta	  da	   substituição	  de	  uma	  citosina	  por	  uma	   timina	  na	  posição	  

1858	  do	  gene	  PTPN22,	  com	  substituição	  de	  uma	  arginina	  por	  triptofano	  na	  posição	  620	  da	  

proteína.	  Atualmente,	   sabe-‐se	  que	  esta	  modificação	  resulta	  em	  um	  ganho	  de	   função,	  com	  

uma	  Lyp	  de	  maior	  atividade	  inibidora	  sobre	  sinalização	  do	  linfócito	  T.	  Não	  se	  sabe	  ao	  certo	  

qual	  a	  relação	  deste	  ganho	  de	  função	  com	  a	  imunopatogenia	  das	  doenças	  autoimunes,	  mas	  

acredita-‐se	   que	   promova	   falha	   na	   deleção	   de	   células	   T	   autorreativas,	   como	   também	   por	  

induzir	  atividade	  reguladora	  de	  células	  T	  insuficiente	  (TONKS,	  2006).	  	  

No	  Brasil	  e,	  sobretudo	  na	  Amazônia,	  são	  escassos	  os	  estudos	  com	  genética	  da	  AR.	  De	  

um	  modo	  geral	  os	  aspectos	  genéticos,	  epidemiológicos	  e	  clínicos	  da	  AR	  são	  bem	  conhecidos	  

em	   populações	   caucasianas	   da	   América	   do	   Norte	   e	   Europa,	   ou	   ainda,	   em	   algumas	  

populações	   asiáticas	   (ALAMANOS	   et	   al.,	   2006).	   Entretanto,	   a	   formação	   sociocultural	   e	  

genética	   da	   população	   brasileira	   é	   muito	   diversa	   segundo	   as	   regiões	   do	   Brasil,	   com	  

influências	   africanas,	   europeias	   e	   indígenas	   (CALLEGARI-‐JACQUES	   et	   al.,	   2003).	   Deve-‐se	  

considerar	   ainda	   que	   coortes	   brasileiras	   e	   sul-‐americanas	   de	   pacientes	   com	   AR	   revelam	  
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algumas	   diferenças	   com	   perfis	   clínicos	   publicados	   na	   literatura	   (MOTA	   et	   al.,	   2010).	  

Portanto,	  é	  de	  importância	  a	  pesquisa	  clínica	  e	  imunogenética	  da	  AR	  na	  Região	  Amazônica	  a	  

fim	  de	  determinar	   o	   seu	  perfil	   de	   doença	  na	   região,	   bem	   como	  as	   eventuais	   diferenças	   e	  

particularidades	  regionais.	  

O	   polimorfismo	   PTPN22	   1858	   C/T,	   por	   exemplo,	   tem	   influência	   genética	   forte	   nos	  

europeus,	  onde	  a	  frequência	  do	  alelo	  mutante	  é	  alta,	  mas	  estes	  achados	  não	  se	  reproduzem	  

em	   regiões	   onde	   frequência	   do	   alelo	   é	  mais	   baixa	   (KOCHI,	   YUTA	  et	   al.,	   2010).	  Um	  estudo	  

brasileiro	   demonstrou	   diferenças	   de	   haplótipos	   do	   PTPN22	   na	   América	   Latina	   (incluindo	  

Brasil)	  e	  populações	  europeias	  (LINS	  et	  al.,	  2010).	  	  

Achados	   semelhantes,	   para	   variação	   populacional	   na	   frequência	   de	   polimorfismos	  

genéticos,	   foram	   identificadas	   revelando	   grandes	   diferenças	   regionais	   para	   genes	   de	  

citocinas	  (incluindo	  o	  TNF	  -‐308G/A)	  quando	  foram	  comparadas	  populações	  do	  Sul	  e	  Sudeste	  

do	   Brasil	   com	   a	   região	  Nordeste	   (VISENTAINER	   et	   al.,	   2008).	   Estes	   estudos	   destacam	   que	  

geneticamente	   a	   AR	   pode	   apresentar	   variações	   regionais	   e,	   mesmo	   dados	   de	   estudos	  

brasileiros,	  não	  devem	  ser	  generalizados	  para	  a	  Região	  Amazônica.	  	  

Cabe	  ainda	  considerar	  a	  opinião	  de	  Mobley	  (2004).	  Este	  autor	  sugeriu	  que	  AR	  pode	  

ter	  emergido	  por	  pressão	  seletiva	  em	  regiões	  onde	  a	  mortalidade	  por	   tuberculose	   (TB)	   foi	  

reconhecidamente	   elevada.	   Para	   Mobley	   (2004)	   os	   mecanismos	   imunogenéticos	   de	  

resistência	  à	  TB	  são	  comuns	  a	  eventos	  inflamatórios	  da	  AR,	  como	  a	  ativação	  de	  macrófagos,	  

secreção	  de	  citocinas	  e	  de	  óxido	  nítrico.	  	  

Assim,	  analisando	  regiões	  onde	  a	  mortalidade	  por	  TB	  foi	  elevada	  entre	  1780	  e	  1900,	  

ele	   observou	   que	   há	   coincidência	   destas	   áreas	   com	   uma	   alta	   prevalência	   de	   AR	   nestas	  

populações.	   Correa	   et	   al.	   (2005a)	   estudando	   pacientes	   com	   tuberculose	   e	   doenças	  

autoimunes,	   encontraram	  genes	   (polimorfismo	  TNF	   -‐308G/A)	  de	   resistência	  para	  TB	   como	  
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fatores	   de	   suscetibilidade	   para	   AR.	   Sabe-‐se	   que	   a	   Amazônia	   apresenta	   alta	   incidência	   e	  

prevalência	   de	   tuberculose	   (MARREIRO	   et	   al.,	   2009;	   SOUZA;	   PINHEIRO,	   2010),	   mas	   não	  

foram	   encontrados	   trabalhos	   científicos,	   na	   área	   de	   imunogenética,	   envolvendo	   as	   duas	  

doenças	  na	  Região	  da	  Amazônia	  Brasileira.	  

Neste	   contexto,	   no	   presente	   estudo	   foi	   investigada	   a	   influência	   dos	   polimorfismos	  

dos	  genes	  TNF	   e	  PTPN22	   sobre	  a	   suscetibilidade	  à	  Artrite	  Reumatoide	  e	  à	  Tuberculose	  no	  

Amazonas,	   bem	   como	   suas	   influências	   sobre	   os	   aspectos	   clínicos	   da	   AR	   na	   população	  

selecionada.	  
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1.	  REVISÃO	  DA	  LITERATURA	  
	  
	  
1.1.	  Geoepidemiologia	  da	  Artrite	  Reumatoide	  

	  
As	   doenças	   autoimunes	   são	   definidas	   como	   condições	   patológicas	   nas	   quais	   o	  

sistema	  imune	  perde	  os	  mecanismos	  de	  tolerância	  para	  os	  antígenos	  próprios	  (MURPHY	  et	  

al.,	   2008).	   Essas	   doenças	   são	   muito	   variadas	   quanto	   às	   manifestações	   clínicas,	   podendo	  

acometer	  quaisquer	  órgãos	  ou	  sistemas.	  

Atualmente	   as	   doenças	   autoimunes	   representam	   importante	   causa	   de	  

morbimortalidade	  entre	  adultos	  jovens	  e	  mulheres	  com	  menos	  de	  65	  anos	  e	  afetam	  cercam	  

de	   3%	   a	   10%	   da	   população	   (SHAPIRA	   et	   al.,	   2010a;	   b;	   YOUINOU	   et	   al.,	   2010).	   COOPER	   e	  

STROEHLA	   (2003)	   estimam	   que	   60	   a	   90%	   das	   doenças	   autoimunes	   acometem	   o	   sexo	  

feminino,	   sendo	   a	  Artrite	   Reumatoide	   uma	  das	   doenças	   autoimunes	  mais	   prevalentes	   em	  

adultos.	   As	   doenças	   reumáticas	   estão	   entre	   as	   três	   doenças	   crônicas	  mais	   prevalentes	   no	  

Brasil	  (BARROS	  et	  al.,	  2006).	  

A	   Artrite	   Reumatoide	   (AR)	   é	   uma	   poliartropatia	   inflamatória	   crônica,	   de	   caráter	  

autoimune,	   que	   promove	   inflamação	   e	   proliferação	   da	   membrana	   sinovial,	   produzindo	  

destruição	   articular.	   A	   sua	   primeira	   descrição	   foi	   atribuída	   ao	   clínico	   francês	   Augustin	   J.	  

Landrè-‐Beauvais,	   em	   1800.	   Landrè-‐Beauvais	   descreveu	   uma	   forma	   diferente	   da	   Artrite	  

Gotosa,	  que	  denominou	  Gota	  Astênica	  Crônica	  (ou	  Gota	  Reumática	  Astênica)	  em	  sua	  tese	  de	  

doutoramento,	   mais	   tarde	   conhecida	   como	   Artrite	   Reumatoide	   ou	   Doença	   Reumatoide	  

(SNORRASON,	  1952;	  LANDRE-‐BEAUVAIS,	  2001;	  KAISER,	  2004).	  	  

Ele	  observou	  mulheres	   internadas	  no	  asilo	  do	  Hospital	  de	  Paris,	  que	  apresentavam	  

uma	   forma	   de	   doença	   crônica	   que	   afetava	   várias	   articulações	   simultaneamente	   e	   não	  

produziam	  tofo	  gotoso.	  A	  Gota	  Astênica	  Crônica	  foi	  classificada	  como	  uma	  variante	  da	  artrite	  
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gotosa	   crônica,	   na	   qual	   as	   deformidades	   decorriam	   do	   amolecimento	   e	   supuração	   das	  

articulações	   acometidas.	   	   Entretanto,	   a	   expressão	   “Artrite	   Reumatoide”	   somente	   foi	  

proposta	  anos	  mais	  tarde	  por	  Alfred	  Barin	  Garrod	  em	  1859	  (GARROD,	  1859).	  

Embora	   tenha	   sido	   descrita	   somente	   no	   século	   XIX,	   não	   se	   sabe	   ao	   certo	   quando	  

surgiu	  a	  AR.	  APPELBOOM	  et	  al.	   (1981)	  realizaram	  interessante	  estudo	  iconográfico	  da	  obra	  

do	   genial	   pintor	   antuerpiano	   Paul	   Rubens	   (1557-‐1640).	   Nas	   últimas	   décadas	   de	   sua	   vida,	  

Rubens	  sofria	  com	  poliartrite	  das	  mãos,	  numa	  forma	  muito	  semelhante	  a	  AR,	  tendo	  pintado	  

diversos	  quadros	  cujos	  personagens	  têm	  notório	  edema	  de	  pequenas	  articulações	  das	  mãos.	  

Appelboom	  (2005)	  sugeriu	  que	  o	  pintor	  pode	  ter	  representado	  em	  suas	  pinturas	  no	  século	  

XVI	  os	  aspectos	  articulares	  da	  sua	  própria	  doença.	  	  

O	  motivo	  pelo	  qual	  a	  AR	  somente	  foi	  representada	  nas	  pinturas	  europeias	  a	  partir	  do	  

século	  XVI	  e	  descrita	  no	  século	  XIX	  não	  está	  claro	  (Figura	  1).	  Autores	  que	  estudaram	  múmias	  

de	   índios	  norte-‐americanos	  entre	  1200	  e	  4500	  anos	  de	   idade,	  encontraram	  erosões	  peri	  e	  

poliarticulares	  compatíveis	  com	  AR	  (ROTHSCHILD;	  WOODS,	  1990b).	  	  

Foram	   encontradas	   múmias	   egípcias	   com	   3000	   anos	   de	   idade,	   que	   apresentavam	  

sinais	  ósseos	  de	  Espondilite	  Anquilosante,	  com	  artrite	  periférica	  (ROGERS	  et	  al.,	  1985),	  mas	  

não	  foi	  possível	  encontrar	  no	  Velho	  Mundo	  evidências	  de	  AR	  antes	  dos	  séculos	  XVI	  e	  XVIII.	  

Esses	  achados	  levaram	  os	  pesquisadores	  a	  propor	  que	  algum	  agente	  biológico,	  envolvido	  na	  

imunopatogênese	  da	  AR,	  tenha	  sido	  levado	  das	  Américas	  ao	  Velho	  Mundo.	  	  

Os	  dados	  arqueológicos	  revisados	  sugerem	  que	  entre	  6500	  e	  1000	  anos	  atrás,	  a	  AR	  

estava	  restrita	  a	  uma	  pequena	  região	  geograficamente	  isolada	  da	  América	  do	  Norte.	  Existe,	  

portanto,	   a	   possibilidade	   de	   um	   ou	   mais	   agentes	   biológicos	   ainda	   desconhecidos,	   que	  

interagiram	  geneticamente	  com	  outras	  populações,	   terem	  sido	   levados	  ao	  Velho	  Mundo	  a	  

partir	  das	  Américas	  após	  a	   sua	  colonização	  pelos	  europeus	   (ROTHSCHILD;	  WOODS,	  1990a;	  
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ROTHSCHILD	  et	  al.,	  1992).	  

	  

	  

Figura	   1.	   São	   Pedro	   e	   São	   João	   –	   A	   cura	   de	   um	   aleijado.	  Gravura	   em	   cobre	   de	   Albrecht	   Dürer,	  
datado	  de	  1513.	  	  
Fonte:	  Hochberg	  et	  al.	  (2007).	  

	  

Fato	  é	  que	  em	  menos	  de	  1000	  anos,	   a	  AR	  atingiu	   a	  prevalência	  mundial	   de	  1%	  da	  

população	   geral,	   para	   uma	  doença	   que	   foi	   somente	   observada	   há	   cerca	   de	   6500	   anos	   na	  

América	  do	  Norte,	  e	  no	  Velho	  Mundo	  depois	  do	  século	  XVI	  (ALAMANOS;	  DROSOS,	  2005).	  	  

Há	  grande	  variação	  geográfica	  na	  sua	  prevalência	  em	  diferentes	  regiões	  do	  Mundo,	  

que	  segundo	  Alamanos	  e	  Drosos	  (2005)	  essa	  variação	  ocorre	  entre	  0,5%	  a	  1,1%	  em	  regiões	  

do	  Norte	  da	  Europa,	  enquanto	  no	  Sul	  da	  Europa	  está	  entre	  0,3	  a	  0,7%.	  Na	  América	  do	  Norte	  

a	  prevalência	  varia	  entre	  0,9	  a	  1,1%,	  porém	  atinge	  5,3	  a	  6,8%	  em	  nativos	  norte-‐americanos	  

(Indíos	  Pima	  –	  Arizona).	  	  

Considerando	   os	   critérios	   de	   classificação	   da	   AR	   do	   Colégio	   Americano	   de	  

Reumatologia	  (American	  College	  of	  Rheumatology	  –	  ACR),	  proposto	  por	  Arnett	  et	  al.	  	  (2009),	  
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Alamanos	  et	  al.	   (2006)	  estimaram	  que	  a	   incidência	  da	  AR	  é	  maior	  no	  Norte	  da	  Europa	  (em	  

média	  16,5	  casos/10.000	  habitantes/ano)	  e	  em	  países	  da	  América	  do	  Norte	  (38	  casos/10.000	  

habitantes/ano),	  sendo	  menor	  no	  Sul	  da	  Europa	  (8,5	  casos/10.000	  habitantes/ano).	  Segundo	  

esses	   autores,	   a	   prevalência	   da	   doença	   também	   é	   maior	   na	   América	   do	   Norte	   (10,7	  

casos/1000	  habitantes)	  e	  menor	  no	  Sul	  da	  Europa	  (3,3	  casos/1000	  habitantes)	  e	  em	  Países	  

em	   desenvolvimento	   (3,5	   casos/1000	   habitantes).	   A	   incidência	   da	   AR	   nos	   países	   em	  

desenvolvimento	  é	  desconhecida	  (TOBON	  et	  al.,	  2010).	  

Foi	  proposto	  ainda	  que,	  a	  maior	  prevalência	  e	  incidência	  de	  AR	  no	  norte	  da	  Europa,	  

estejam	  relacionadas	  a	  fatores	  genéticos,	  pois	  dois	  terços	  de	  norte-‐europeus	  são	  portadores	  

de	   HLA	   de	   suscetibilidade	   para	   AR.	   Além	   disso,	   fatores	   ambientais	   e	   dietéticos	   típicos	   da	  

região	  mediterrânea	  do	  sul	  da	  Europa	  como	  o	  consumo	  de	  peixe,	  azeite	  de	  oliva	  e	  vinho	  são	  

fatores	  de	  proteção	  contra	  AR	  para	  estas	  populações	  (CLELAND	  et	  al.,	  2003;	  ALAMANOS	  et	  

al.,	  2006).	  	  

Na	  América	  do	  Sul,	  considerando	  Brasil	  e	  Argentina,	  a	  prevalência	  da	  AR	  varia	  entre	  	  

0,2	   e	   0,46%	   (SPINDLER	   et	   al.,	   2002;	   SENNA	   et	   al.,	   2004).	   Os	   achados	   dos	   estudos	   com	  

metodologia	   COPCORD	   (Community	   Oriented	   Program	   for	   the	   Control	   of	   the	   Rheumatic	  

Diseases),	   realizado	   em	   países	   em	   desenvolvimento,	   são	   compatíveis	   com	   a	   baixa	  

prevalência	  da	  AR	  nestas	  regiões.	  Usando	  esta	  metodologia,	  Senna	  et	  al.	  (2004)	  encontraram	  

prevalência	   de	   	   0,46%	   para	   AR	   no	   Brasil,	   correspondendo	   ao	   total	   de	   6,4%	   de	   todas	   as	  

doenças	  reumáticas	  estudadas,	  com	  média	  de	  idade	  em	  torno	  de	  53,4	  anos.	  	  

Entretanto,	   um	  estudo	  multicêntrico	   realizado	  no	  Brasil	   propôs	   que	  prevalência	   da	  

AR	   esteja	   entre	   0,2	   e	   1%	   da	   população	   (MARQUES	   NETO	   et	   al.,	   1993),	   estimando-‐se	   que	  

existam	   900.000	   brasileiros	   com	   Artrite	   Reumatoide	   (MARQUES,	   2005).	   Não	   foram	  

encontrados	   estudos	   epidemiológicos	   amplos	   para	   Região	   Norte	   do	   Brasil,	   embora	   o	  
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trabalho	  de	  Marques-‐Neto	  et	  al.	   (1993)	  tenha	   incluído	  a	  cidade	  de	  Belém,	  mostrando	  uma	  

prevalência	  de	  1%	  da	  AR	  nesta	  cidade.	  	  

Atualmente,	   há	   evidências	   que	   tanto	   a	   incidência	   como	   a	   prevalência	   da	   AR	   tem	  

decaído	   durante	   os	   anos,	  mostrando	   ainda	   um	   deslocamento	   na	   faixa	   etária	   de	   início	   da	  

doença	  para	  pessoas	  de	  mais	  idade,	  sendo	  este	  último	  fenômeno	  mais	  pronunciado	  no	  sexo	  

feminino.	   Curiosamente,	   em	   algumas	   regiões	   do	   mundo	   há	   uma	   variação	   cíclica	   na	  

incidência	  da	  doença	  (TOBON	  et	  al.,	  2010).	  

A	  mortalidade	  de	  pacientes	  com	  AR	  é	  maior	  que	  na	  população	  geral	  e	  a	  expectativa	  

de	  vida	  está	  reduzida	  de	  3	  a	  10	  anos	  (TOBON	  et	  al.,	  2010).	  Segundo,	  Gabriel	  et	  al.	  (2003)	  o	  

risco	   relativo	   de	   morte	   em	   portadores	   de	   AR	   é	   1,27	   vezes	   maior	   comparativamente	   à	  

população	   normal,	   sendo	  maior	   para	  mulheres	   (1,47)	   que	   homens	   (1,08).	   Ainda	   segundo	  

Gabriel	  et	  al.	  (2003),	  pacientes	  com	  manifestações	  extra-‐articulares	  (sistêmicas),	  bem	  como	  

doença	  poliarticular	  severa,	  tem	  risco	  relativo	  de	  morte	  quatro	  vezes	  maior.	  	  

Entre	   as	   causas	   de	   morte	   em	   paciente	   com	   AR,	   destacam-‐se	   as	   cardiovasculares,	  

particularmente	   a	   doença	   coronária.	   Acredita-‐se	   que	   este	   fenômeno	   esteja	   relacionado	   a	  

fatores	   de	   risco	   cardiovasculares	   típicos	   como	   hipertensão,	   tabagismo,	   obesidade	   e	  

dislipidemia,	   presentes	   também	   nos	   artríticos.	   Entretanto,	   na	   AR	   o	   fenômeno	   da	  

aterogênese	  está	  acelerado,	  tendo-‐se	  demonstrado	  que	  o	  processo	  inflamatório	  subjacente	  

na	  AR	  pode	  colaborar	  tanto	  para	  a	  formação	  como	  ruptura	  das	  placas	  ateroscleróticas	  (VAN	  

DOORNUM	   et	   al.,	   2002;	   TORIGOE;	   LAURINDO,	   2006;	   GERLI	   et	   al.,	   2007;	   MONTECUCCO;	  

MACH,	  2009;	  OZBALKAN	  et	  al.,	  2010;	  RHO	  et	  al.,	  2010).	  

	  
1.2.	  Aspectos	  Clínicos	  e	  Socioeconômicos	  da	  Artrite	  Reumatoide	  
	  

A	  inflamação	  da	  membrana	  sinovial	  com	  proliferação	  celular,	  secreção	  de	  citocinas	  e	  
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metaloproteinases,	  resultando	  em	  um	  tecido	  hipercelular	  denominado	  pannus	  que	  invade	  as	  	  

regiões	  articulares	  e	  periarticulares,	  determina	  erosão	  óssea	  e	  cartilaginosa	  em	  um	  processo	  

contínuo	  de	  destruição	  articular.	  Este	  envolvimento	  das	  articulações	  é	  em	  geral	  poliarticular	  

acometendo,	   sobretudo,	   as	   pequenas	   articulações	   das	   mãos	   e	   dos	   pés,	   além	   de	   grandes	  

articulações	  como	  ombros,	  joelhos	  e	  quadril,	  determinando	  um	  padrão	  clínico	  relativamente	  

frequente	  na	  AR:	  uma	  poliatrite	  simétrica	  de	  pequenas	  e	  grandes	  articulações.	  	  

De	  modo	  semelhante,	  a	  doença	  afeta	  a	  membrana	  sinovial	  que	  envolve	  os	  tendões	  e	  

leva	   ao	   seu	   encurtamento	   e	   ruptura.	   Em	   conjunto,	   estes	   fenômenos	   resultarão	   nas	  

deformidades	   típicas	   da	   AR	   nas	   pequenas	   articulações	   das	   mãos	   e	   dos	   pés	   (dedo	   em	  

botoeira	  e	  em	  pescoço	  de	  cisne,	  desvio	  ulnar	  dos	  dedos,	  polegar	  em	  Z,	  síndrome	  da	  cabeça	  

da	   ulna,	   etc.	   –	   Figura	   2,	   3,	   4	   e	   5),	   além	   da	   perda	   de	   mobilidade	   e	   anquilose	   articular	  

(CARVALHO	  et	  al.,	  2008).	  	  

Após	   o	   início	   dos	   fenômenos	   inflamatórios,	   o	   paciente	   pode	   experimentar	   fadiga,	  

sensação	   de	   febre,	   mal	   estar	   geral	   e	   a	   rigidez	   matinal:	   uma	   sensação	   de	   rigidez	   e	  

dolorimento	  articular	  	  que	  pode	  persistir	  horas	  após	  o	  despertar.	  A	  AR	  também	  pode	  afetar	  

os	   órgãos	   e	   sistemas	   em	   âmbito	   extra-‐articular	   como	   pulmões,	   levando	   a	   inflamação	   e	  

fibrose,	  as	  glândulas	  exócrinas	  deixando	  os	  olhos	  e	  a	  boca	  secos	  (síndrome	  de	  Sjögren),	  os	  

nervos	   periféricos,	   coração,	   os	   vasos	   sanguíneos	   da	   pele	   e	   de	   órgãos	   (vasculites).	   Alguns	  

destes	   fenômenos	   sistêmicos	   incluem	   a	   osteoporose,	   a	   anemia	   e	   a	   fadiga	   (TURESSON;	  

MATTESON,	  2009).	  	  

Em	   pouco	   tempo,	   a	   dor	   e	   a	   inflamação	   tornam-‐se	   fenômenos	   tão	   recalcitrantes,	  

torturantes	  e	  persistentes	  que	  acompanhados	  de	  deformidades	   irreversíveis,	   incapacidade	  

para	   realizar	   pequenas	   atividades	   da	   vida	   diária	   e	   laborativa,	   transformam	   a	   AR	   em	   uma	  

doença	   devastadora	   para	   a	   vida	   pessoal	   e	   social	   do	   paciente	   (ISAACS,	   2010).	   Nenhuma	  
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expressão	  poderia	  descrever	  a	  vida	  destas	  pessoas	  de	  forma	  tão	  poética	  e	  sinistra,	  quanto	  o	  

pensamento	  do	  dramaturgo	  inglês	  Willian	  Shakespeare:	  -‐	  “A	  dor	  enerva	  a	  alma,	  torna-‐a	  mais	  

temerosa,	  degenera-‐a...	  é	  o	  veneno	  da	  beleza”.	  	  

Foi	   observado	   que	   expectativa	   de	   vida	   na	   AR	   está	   reduzida	   em	   3	   a	   10	   anos	   em	  

relação	  à	  média	  de	  vida	  da	  população	   (TOBON	  et	  al.,	  2010).	  Portanto,	   se	  considerarmos	  a	  

idade	  média	  de	  45	  anos	  (idade	  produtiva)	  para	  o	  início	  da	  doença	  e	  uma	  expectativa	  de	  vida	  

de	  70	  anos,	  um	  paciente	  de	  AR	  estará	  sujeito	  a	  viver	  cerca	  de	  25	  anos	  com	  algum	  grau	  de	  

incapacidade	   física	   e	   baixa	   qualidade	   de	   vida,	   que	   decai	   ao	   longo	   dos	   anos	   de	   doença,	  

aumentando	  os	  custos	  com	  a	  AR	  (diretos,	  indiretos	  e	  custos	  intangíveis)	  (KOBELT,	  2009).	  	  

	   	  

 

Figura	   2.	   Artrite	   Reumatoide	   precoce.	   A	   esquerda:	   a	   imagem	   ilustra	   atrofia	   da	   musculatura	  
interóssea	   edema	   das	   articulações	   interfalangeanas	   proximais	   (seta)	   típicas	   da	   AR.	   Em	   geral	   estes	  
sinais	   estão	   associados	   à	   rigidez	   matinal,	   fadiga,	   redução	   da	   força	   de	   prensão	   e	   dolorimento	   das	  
articulações	  afetadas.	  A	  direita:	  Tenossinovite	  acentuada	  dos	  estensores	  do	  punho.	  	  
Fonte:	  Hochberg	  et	  al.	  (2007).	  
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Figura	   3.	   Deformidades	   Articulares	   da	   Artrite	   Reumatoide.	   Foto	   1:	   Subluxação	   do	   punho,	  
atrofia	  interóssea,	  artrite	  de	  metacarpofalangeanas	  e	  tenossinovite.	  Foto	  1:	  polegar	  em	  Z,	  subluxação	  
das	  metacarpofalangeanas	   e	   desvio	  ulnar	   dos	  dedos.	   Foto	  1:	  AR	  evidenciando	  dedos	   em	  botoeira,	  
anquilose	  e	  nódulos	  reumatoides.	  	  
Fonte:	  Hochberg	  et	  al.	  (2007).	  

Foto	  1	  

Foto	  3	  

Foto	  2	  
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Figura	  4.	  Manifestações	   sistêmicas	  da	  Artrite	  Reumatoide.	  Úlceras	   subcutâneas,	   necrose	   de	  
pododáctilos	  caracterizando	  vasculite	  reumatoide.	  Notar	  a	  posição	  em	  extensão	  dos	  pés	  decorrente	  
de	  anquilose	  dos	  tornozelos.	  	  
Fonte:	  Hochberg	  et	  al.	  (2007).	  

	  
	  

	  

	  
Figura	  5.	  Radiologia	  da	  Artrite	  Reumatoide.	  À	  esquerda	  radiografia	  de	  mão	  e	  punho	  esquerdo	  na	  
AR	  precoce	  mostrando	  redução	  de	  espaço	  articular	  pancarpal	  e	  aumento	  de	  partes	  moles	   (edema)	  
de	  articulações	  metacarpofalangeanas	   (setas)	  e	  na	  região	  distal	  da	  ulna	   (pontas	  de	  seta).	  À	  direita,	  
radiografia	   de	   mãos	   e	   punhos	   na	   AR	   avançada	   mostrando	   comprometimento	   do	   punho,	  
metacarpofalangeanas	  e	  interfalangeanas	  proximais.	  	  
Fonte:	  Hochberg	  et	  al.	  (2007).	  	  
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Estudos	   revelam	   que	   a	   qualidade	   de	   vida	   dos	   pacientes	   medida	   com	   índices	   da	  

Organização	   Mundial	   de	   Saúde	   (OMS),	   tais	   como	   o	   QUALY	   (Quality-‐Adjusted	   Life	   Years),	  

corresponde	  a	  menos	  da	  metade	  da	  população	  normal	  e,	  esta	  diferença,	  tende	  a	  aumentar	  

com	  os	   anos	  de	  doença	   (KOBELT,	   2009).	  Quando	  a	   incapacidade	   funcional	   e	  qualidade	  de	  

vida	  do	  paciente	   é	  medida	  pelo	  HAQ	   (Health	  Assesment	  Quality)	   (FRIES	   et	   al.,	   1980),	   cuja	  

medida	   varia	   de	   zero	   (melhor)	   até	   três	   (pior),	   apenas	   10%	   das	   pacientes	   com	  menos	   de	  	  

sessenta	  anos	  	  e	  HAQ	  maior	  que	  2,5	  ainda	  estarão	  trabalhando	  (KOBELT	  et	  al.,	  2008).	  	  

Nestes	   pacientes	   o	   custo	   de	   tratamento	   pode	   atingir	   cerca	   de	  

€18.000,00/paciente/ano	  (aproximadamente	  R$	  54.000,00),	  considerando	  os	  custos	  diretos,	  

indiretos	  e	  intangíveis.	  Os	  custos	  médios	  da	  AR	  foram	  estimados	  em	  vários	  países	  europeus	  

em	   €13.000,00/paciente/ano	   e	   €21.000/paciente/ano	   nos	   Estados	   Unidos.	   Cerca	   de	   35%	  

destes	   custos	   em	   cuidados	   de	   saúde	   estavam	   associados	   aos	   medicamentos,	   14%	   com	  

custos	   não-‐médicos,	   12%	   com	   perda	   de	   produtividade	   e	   19%	   com	   cuidados	   informais	  

(JÖNSSON	  et	  al.,	  2008).	  

Não	  há	  no	  Brasil	   estimativas	   amplas	   e	   atuais	   dos	   custos	   da	  AR,	   incluindo	  despesas	  

médicas,	  custos	  relacionados	  a	  perdas	  de	  dias	  de	  trabalho	  e	  aposentadorias	  (CARVALHO	  et	  

al.,	   2008).	   Ainda	   assim,	   estudos	   pioneiros	   que	   avaliaram	   os	   custos	   diretos	   (US$	  

403,04/paciente/ano)	   e	   indiretos	   (US$	  2.427,04/paciente/ano)	   com	  AR	   consideraram	  altos	  

para	  os	  padrões	  brasileiros	  (CHERMONT	  et	  al.,	  2008;	  DE	  AZEVEDO	  et	  al.,	  2008).	  	  

Tomando	  por	  base	  estes	  estudos,	  o	  custo	  total	  da	  AR	  no	  Brasil	  pode	  ser	  estimado	  em	  

US$	  2830,08/paciente/ano.	  Entretanto,	  nos	  estudos	  de	  Chermont	  et	  al.	  (2008)	  e	  De-‐Azevedo	  

et	  al.	  (2008)	  não	  foram	  incluídas	  as	  despesas	  de	  tratamento	  com	  medicação	  imunobiológica,	  

que	   elevam	   muitíssimo	   esses	   custos.	   Nesse	   sentido,	   dados	   não	   publicados	   obtidos	   no	  

Ambulatório	  de	  AR	  da	  Fundação	  Hospital	  Adriano	  Jorge	  em	  Manaus,	  revelam	  que	  38%	  dos	  



28	  
 

 
 

pacientes	  estão	  em	  uso	  de	  algum	  tipo	  de	  medicação	  imunobiológica,	  correspondendo	  a	  um	  

gasto	  anual	  para	  o	  sistema	  público	  no	  Amazonas	  de	  R$	  2.138.640,00	  a	  3.055.200,00/ano	  ou	  

R$15.960,00	  a	  22.800,00/paciente/ano,	  apenas	  com	  imunobiológicos.	  	  

O	  Centro	  Paulista	  de	  Economia	  da	  Saúde	  (CEPS)	  da	  Universidade	  Federal	  de	  São	  Paulo	  

(UNIFESP)	  analisou	  dois	  cenários	  para	  estimativa	  dos	  custos	  com	  AR.	  No	  primeiro,	  20%	  dos	  

pacientes	  estariam	  recebendo	  tratamento	  no	  SUS.	  Nesse	  caso	  o	  custo	  seria	  de	  R$	  92	  milhões	  

por	   ano,	   ou	   0,2%	   do	   orçamento	   para	   uma	   única	  moléstia.	   Em	   outro	   cenário,	   o	   índice	   de	  

pacientes	   	   recebendo	  tratamento	  chegaria	  a	  70%.	  O	  custo,	  então,	  seria	  de	  R$	  300	  milhões	  

anuais	  ou	  0,63%	  do	  orçamento	  da	  saúde	  (MARQUES,	  2005).	  	  

As	   medicações	   imunobiológicas	   são	   proteínas	   recombinantes	   capazes	   de	   bloquear	  

seletivamente	  citocinas	  (por	  exemplo,	  anticorpos	  monoclonais	  Anti-‐TNF,	  Anti-‐IL-‐6,	  Anti-‐IL-‐1)	  

ou	   receptores	   (por	   exemplo,	   anticorpos	   monoclonais	   Anti-‐CD20)	   envolvidos	   na	   resposta	  

imune	   (O'DELL,	   2004).	   O	   advento	   da	   terapia	   imunobiológica	   teve	   grande	   impacto	   no	  

tratamento	  da	  AR,	  sobretudo	  para	  os	  pacientes	  que	  pouca	  resposta	  à	  terapia	  convencional	  

(DMARDS),	   reduzindo	   atividade	   inflamatória	   da	   doença	   e	   deformidades	   articulares,	  

aumentando	   qualidade	   de	   vida	   e	   criando	   novos	   paradigmas	   de	   tratamento	   e	   controle	   da	  

doença	  (SMOLEN	  et	  al.,	  2010).	  	  

As	   drogas	   imunobiológicas,	   por	   outro	   lado,	   aumentaram	   muito	   os	   custos	   de	  

tratamento.	   O	   estudo	   de	   Monteiro	   e	   Zanini	   (2008),	   analisou	   os	   custos	   de	   48	   meses	   de	  

tratamento	  para	  AR,	  seguindo	  as	  Diretrizes	  Brasileiras	  de	  Tratamento	  da	  AR	  (BÉRTOLO	  et	  al.,	  

2007).	   Monteiro	   e	   Zanini	   (2008)	   verificaram	   que,	   utilizando	   Modelagem	   de	   Decisões	   de	  

Markov,	   o	   ciclo	   que	   representa	   o	   uso	   do	   methotrexate	   em	   monoterapia	   foi	   o	   mais	  

custo/efetivo	   (R$	  113.900,00	  por	  paciente	  em	  48	  meses),	   seguido	  pelo	  paciente	   refratário	  

(R$	  1.554.483,43),	  aquele	  que	  utiliza	  a	  tripla	  terapia	  (três	  DMARDS)	  e	  depois	  o	  biológico	  (R$	  
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1.701.286,76),	   o	   paciente	   intolerante	   ao	   metotrexato	   (R$	   2.629.919,14),	   e	   por	   fim	   o	  

resultado	  daquele	  que	  iniciaria	  o	  tratamento	  já	  com	  o	  infliximabe	  (imunobiológico	  Anti-‐TNF)	  

mais	  methotrexate	  (R$	  9.292.879,31).	  

Com	  um	  impacto	  socioeconômico	  tão	  importante	  fica	  claro	  que	  a	  abordagem	  clínica,	  

psicossocial	  e	  econômica	  da	  AR	  precisa	   ser	  otimizada,	  no	  sentido	  de	   reduzir	  o	   sofrimento,	  

melhorar	  a	  qualidade	  de	  vida	  dos	  pacientes	  e	  seus	  familiares,	  bem	  como	  reduzir	  seus	  custos	  

de	  tratamento	  para	  a	  sociedade	  (ISAACS,	  2010).	  	  

Há	  enorme	  melhoria	  do	  estado	  funcional	  dos	  pacientes,	  sua	  qualidade	  de	  vida,	  com	  

redução	   do	   absenteísmo	   ao	   trabalho	   e	   aposentadorias,	   bem	   como	   nos	   custos	   diretos	   e	  

indiretos	   ao	   longo	   prazo,	   quando	   o	   diagnóstico	   é	   precoce,	   com	   o	   uso	   das	   Drogas	  

Modificadoras	   do	   Curso	   da	   Doença	   (DMARDs)	   para	   o	   controle	   rigoroso	   da	   atividade	  

inflamatório	   da	   doença	   (SMOLEN;	  ALETAHA,	   2008;	   FUNOVITS	   et	   al.,	   2010;	   SMOLEN	  et	   al.,	  

2010).	   Está	   demonstrado	   que	   medicações	   como	   methotrexate,	   a	   leflunomida,	   os	  

antimalários,	  azatioprina	  e	  imunobiológicos	  inibidores	  de	  citocinas,	  depletoras	  de	  células	  ou	  

inibidores	  da	  coativação	  da	  célula	  T	  tem	  importante	  papel	  neste	  sentido	  (HOCHBERG	  et	  al.,	  

2007;	  VAN	  VOLLENHOVEN,	  2009).	  

O	   diagnóstico	   da	   AR	   é	   baseado	   nos	   sinais	   e	   sintomas	   clínicos	   característicos	   da	  

doença,	   bem	   como	   em	  marcadores	   sorológicos	   como	   fator	   reumatoide	   e	   o	   Anti-‐CCP.	   Os	  

achados	  radiológicos	  também	  são	  importantes,	  mas	  em	  geral	  denotam	  tempo	  de	  evolução	  

maior	   que	   dois	   anos,	   estando	   a	   doença	   estabelecida	   e	   com	   algum	   grau	   de	   sequelas.	  

Inicialmente,	   o	  Colégio	  Americano	  de	  Reumatologia	   (ACR)	  propôs	  em	  1987	  os	   critérios	  de	  

classificação	  (revisados	  em	  1988)	  e	  diagnóstico	  para	  AR	  (ARNETT	  et	  al.,	  1988).	  	  

Para	  serem	  aplicados	  estes	  critérios	  exigiam	  um	  tempo	  de	  evolução	  de	  doença	  maior	  

que	   seis	   semanas,	   além	   de	   alterações	   radiológicas	   estabelecidas.	   Com	   a	   finalidade	   de	  
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otimizar	   o	   diagnóstico	   da	   AR,	   bem	   como	   atingir	   as	   metas	   de	   tratamento	   e	   remissão	  

precocemente	  (SMOLEN	  et	  al.,	  2010),	  Colégio	  Americano	  de	  Reumatologia	  e	  a	  Liga	  Européia	  

de	  Combate	  ao	  Reumatismo	  (EULAR),	  publicaram	  em	  setembro	  deste	  ano	  os	  novos	  critérios	  

de	  Classificação	  da	  AR	  (FUNOVITS	  et	  al.,	  2010),	  listados	  no	  Quadro	  1.	  

	  
Quadro	  1.	  Novos	  Critérios	  ACR/EULAR	  de	  Classificação	  da	  Artrite	  Reumatoide	  (FUNOVITS	  

et	  al.,	  2010).	  

Domínios	   Pontos*	  
Envolvimento	  Articular	  
	  	  	  	  	  1	  articulação	  média-‐grande	  
	  	  	  	  	  2-‐10	  articulações	  médias-‐grandes	  
	  	  	  	  	  4-‐10	  articulações	  pequenas	  
	  	  	  	  	  >	  10	  articulações	  pequenas	  

	  
1	  
2	  
3	  
5	  

Sorologia	  
	  	  	  	  	  Fator	  Reumatoide	  e	  Anti-‐CCP	  Negativos	  
	  	  	  	  	  Fator	  Reumatoide	  e/ou	  Anti-‐CCP	  baixos	  títulos	  
	  	  	  	  	  Fator	  Reumatoide	  e/ou	  Anti-‐CCP	  altos	  títulos	  

	  
0	  
2	  
3	  

Duração	  da	  Sinovite	  
	  	  	  	  	  <	  6	  semanas	  
	  	  	  	  	  >	  6	  semanas	  

	  
0	  
1	  

Provas	  Inflamatórias	  
	  	  	  	  	  VHS	  e	  PCR	  normais	  
	  	  	  	  	  VHS	  e/ou	  PCR	  elevados	  

	  
0	  
1	  

*Para	   o	   diagnóstico	   são	   necessários	   6	   pontos	   (AR	   estabelecida);	   Na	   presença	   de	   alterações	   radiológicas	  
próprias	  o	  diagnóstico	  é	  de	  AR	  estabelecida.	  
	  

1.3.	  Fatores	  de	  Risco	  	  
	  

A	   etiologia	   da	   AR	   é	   complexa	   e	   permanece	   não	   esclarecida,	   mas	   há	   consenso	   na	  

literatura	  que	  é	  uma	  doença	  multifatorial,	  sendo	  que	  condições	  ambientais,	  socioculturais,	  

genéticas	   e	   agentes	   infecciosos	   (Figura	   6),	   devem	   interagir	   de	   diferentes	   maneiras	   e	  

intensidades	  de	  modo	  a	   favorecer	   o	   desenvolvimento	  da	  doença	   (ISAACS,	   2010).	   Entre	  os	  

fatores	  de	  risco	  sociais	  e	  culturais	  envolvidos,	  encontra-‐se	  o	  tabagismo,	  que	  influi	  tanto	  no	  

desenvolvimento,	   quanto	   na	   sua	   evolução	   desfavorável	   (WILSON;	   GOLDSMITH,	   1999;	  

HARRISON,	   2002;	   HARRISON	   et	   al.,	   2002;	   SUGIYAMA	   et	   al.,	   2010).	   O	   papel	   do	   tabagismo	  



31	  
 

 
 

parece	  estar	  associado	  à	  indução	  do	  fenômeno	  de	  citrulinização	  de	  proteínas	  nos	  pulmões,	  

passo	  importante	  na	  imunopatogenia	  da	  AR	  (VITTECOQ	  et	  al.,	  2008).	  As	  dietas	  mediterrânea	  

ricas	  em	  peixes	   (óleo	  ômega-‐3)	  exercem	   influência	  protetora	   sobre	  o	   risco	   relativo	  de	  AR,	  

bem	  como	  estão	  implicadas	  a	  um	  curso	  menos	  grave	  da	  doença	  (CLELAND	  et	  al.,	  2003).	  Os	  

caracteres	   genéticos	   do	   indivíduo	   contribuem	   com	   cerca	   de	   50	   a	   60%	   com	   o	   risco	   de	  

desenvolver	  AR.	  A	  mais	  forte	  associação	  genética	  é	  o	  gene	  HLADRB1	  no	  complexo	  principal	  

de	   histocompatilidade	   (RAYCHAUDHURI,	   2010).	   Outros	   fatores	   de	   risco	   também	   foram	  

relacionados	  como	  urbanização,	  poluentes	  e	  alto	  peso	  ao	  nascer.	  	  

	  

Figura	  6.	  Fatores	  de	  risco	  e	  etiopatogenia	  da	  Artrite	  Reumatoide.	  
Fonte:	  Isaacs	  (2010).	  

	  
A	   amamentação	  parece	  exercer	   efeito	  protetor	   sobre	  o	   risco	  de	  AR	   (TOBON	  et	   al.,	  

2010).	  A	  nuliparidade	  também	  foi	  arrolada	  entre	  os	  fatores	  de	  risco	  (NELSON	  et	  al.,	  1993).	  

Ainda	  é	  incerto	  se	  os	  contraceptivos	  orais	  constituem-‐se	  fatores	  de	  risco	  para	  AR	  (ROMIEU	  

et	  al.,	  1989;	  SPECTOR;	  HOCHBERG,	  1989;	  PLADEVALL-‐VILA	  et	  al.,	  1996).	  

Agentes	   infecciosos	   têm	   sido	   envolvidos	   no	   desencadeamento	   da	   doença,	   como	  

gatilho	  imunológico,	  mas	  não	  existem	  evidências	  de	  que	  isoladamente	  sejam	  causadores	  da	  

AR	  (ALAMANOS;	  DROSOS,	  2005).	  Entre	  eles	  o	  mais	  estudado	  e	  com	  associação	  mais	  forte	  de	  

risco	  é	  o	   vírus	   Epstein	  Barr	   (EBV).	   Tanto	   anticorpos	   anti-‐EBV	   como	   carga	   viral	   elevada	  em	  

linfócitos	  do	  sangue	  periférico	  foram	  encontrados	  em	  pacientes	  com	  AR.	  O	  EBV	  também	  é	  

encontrado	  no	   tecido	   sinovial	   de	   pacientes	   com	  AR	   (HOCHBERG	  et	   al.,	   2009).	   Além	  disso,	  
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sequências	   peptídicas	   deiminadas	   do	   EBV	   são	   reconhecidas	   por	   anticorpos	   Anti-‐CCP,	  

sugerido	  que	  o	  vírus	  pode	  exercer	  um	  papel	  na	   indução	  desses	  anticorpos	   (PRATESI	  et	  al.,	  

2006).	  

	  
1.4.	  Influências	  da	  Tuberculose	  na	  Geoepidemiologia	  da	  Artrite	  Reumatoide	  
	  

Mobley	  (2004)	  propôs	  que	  a	  variação	  geográfica	  na	  prevalência	  da	  AR	  na	  atualidade	  

pode	  ter	  relação	  com	  a	  taxa	  de	  mortalidade	  por	  Tuberculose	  (TB),	  observando-‐se	  o	  período	  

de	   1750	   a	   1900	   (Figura	   7).	   Ele	   argumenta	   que	   em	   nativos	   norte-‐americanos	   em	   1886	   a	  

mortalidade	   por	   TB	   atingia	   9%,	   uma	   das	   maiores	   taxas	   já	   registradas	   para	   qualquer	  

população.	  Atualmente	  a	  prevalência	  da	  AR	  entre	  nativos	  norte	  americanos	  atinge	  cerca	  7%,	  

enquanto	   norte	   americanos	   não-‐nativos	   e	   europeus	   tem	   prevalência	   de	   0,5%	   a	   1,5%.	   O	  

autor	   refere	   ainda	   que,	   embora	   dados	   estatísticos	   de	   mortalidade	   por	   TB	   na	   Ásia	   neste	  

período	  não	  estejam	  disponíveis,	  há	  relatos	  que	  indicam	  uma	  baixa	  mortalidade	  até	  o	  ano	  de	  

1800.	  Em	  países	  como	  Japão	  e	  China	  a	  prevalência	  de	  AR	  é	  menor	  que	  0,3%	  (TOBON	  et	  al.,	  

2010).	  

	  

Figura	  7.	  Correlação	  da	  Mortalidade	  por	  Tuberculose	  na	  Artrite	  Reumatoide.	  	  
Fonte:	  Mobley	  (2004).	  
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Além	   disso,	   foi	   demonstrado	   que	   o	   alelo	   TNF2	   do	   polimorfismo	   TNF	   -‐308	   está	  

associado	   ao	   maior	   risco	   de	   autoimunidade,	   enquanto	   exerce	   efeito	   protetor	   contra	   TB	  

(CORREA	   et	   al.,	   2004;	   CORREA	   et	   al.,	   2005b).	   Curiosamente,	   o	   alelo	  TNF2	   tem	   frequência	  

maior	   em	   populações	   caucasianas	   em	   relação	   a	   outros	   grupos	   étnicos	   como	   latino-‐

americanos,	   asiáticos	   e	   africanos.	   As	   estimativas	   de	   baixa	   prevalência	   e	   incidência	   da	   AR	  

parecem	   coincidir	   com	   as	   populações	   onde	   a	   frequência	   do	   alelo	   TNF2	   é	   mais	   baixa	  

(AGUILLON	  et	  al.,	  2006).	  	  

Por	   outro	   lado,	   o	   polimorfismo	   PTPN22	   1858	   C/T	   relacionado	   à	   autoimunidade	  

(BOTTINI	   et	   al.,	   2004),	   foi	   identificado	   como	   fator	   de	   risco	   para	   TB	   (GOMEZ,	   L.	  M.	   et	   al.,	  

2005;	  LAMSYAH	  et	  al.,	  2009).	  O	  gene	  PTPN22	  codifica	  uma	  proteína	  chama	  Lyp	  que	  exerce	  

atividade	   inibitória	  nos	   linfócitos.	  O	  polimorfismo	  PTPN22	  1858	  C/T	  ocasiona	  um	  ganho	  de	  

função	  na	  Lyp,	  o	  que	  pode	  se	  tornar	  uma	  desvantagem	  imunológica	  no	  combate	  às	  infecções	  

como	  a	  TB	  e	  a	  brucelose	  (LYKOURAS	  et	  al.,	  2008;	  BRAVO	  et	  al.,	  2009).	  

Tomando	   estas	   informações	   em	   conjunto,	   torna-‐se	   razoável	   supor	   que,	   enquanto	  

emerge	  nas	  populações	  afetadas	  pela	  TB	  a	  resistência	  genética	  à	  infecção,	  estas	  populações	  

ficam	  suscetíveis	  às	  doenças	  inflamatórias	  e	  autoimunes	  como	  a	  AR	  (MOBLEY,	  2004;	  CORREA	  

et	  al.,	  2005a;	  AGUILLON	  et	  al.,	  2006;	  MOBLEY,	  2006).	  Nesta	  linha	  de	  raciocínio,	  Rothschild	  et	  

al.	  (2003)	  mostraram	  que	  a	  tuberculose	  era	  frequente	  em	  populações	  indígenas	  arcaicas	  na	  

América	  do	  Norte,	  porém	  inexistente	  nas	  áreas	  de	  ocorrência	  da	  AR.	  

A	  TB	  está	  nas	  Américas	  antes	  da	  chegada	  dos	  europeus	  ao	  continente	  (MACKOWIAK	  

et	   al.,	   2005).	   Entre	   1895	   e	   1914,	   a	   TB	   era	   a	   terceira	   causa	   mais	   frequente	   de	   morte	   no	  

Amazonas	  (SOUZA;	  PINHEIRO,	  2010).	  O	  Estado	  do	  Amazonas	  tem	  a	  segunda	  maior	  incidência	  

de	   TB	   (68	   casos/100.000hab.),	   perdendo	   apenas	   para	   o	   Rio	   de	   Janeiro	   (86	  
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casos/100.000hab.).	  Porém,	  a	  cidade	  de	  Manaus	  concentra	  70%	  dos	  casos	  de	  TB	  no	  Estado	  

e,	  quando	  considerada	  individualmente,	  apresenta	  a	  maior	  taxa	  de	  TB	  do	  Brasil	  com	  cerca	  de	  

107	  casos/100.000	  habitantes	  (MARREIRO	  et	  al.,	  2009).	  Contudo,	  não	  há	  informações	  atuais	  

disponíveis	  de	  prevalência	  de	  AR	  no	  Amazonas	  para	  relacionar	  com	  papel	  da	  alta	  incidência	  

de	  TB	  na	  mesma	  região.	  

	  
1.5.	  Genética	  da	  Artrite	  Reumatoide	  
	  

Após	   a	   divulgação	   da	   sequência	   completa	   de	   nucleotídeos	   do	   genoma	   humano	  

(LANDER	  et	  al.,	  2001)	  e	  dos	  padrões	  de	  diversidade	  genética	  humana	  pelo	  Projeto	  HapMap,	  

o	   qual	   procura	   consolidar	   um	  mapa	   dos	   haplótipos	   humanos	   (FRAZER	   et	   al.,	   2007),	   há	   a	  

esperança	   de	   que	   o	   conhecimento	   sobre	   a	   genética	   possa	   influenciar	   o	   entendimento	   de	  

doenças,	  bem	  como	  elevar	  a	  qualidade	  dos	  padrões	  de	  tratamento	  de	  pacientes.	  	  	  

Décadas	   de	   estudo	   sobre	   a	   AR	   ainda	   não	   decifraram	   completamente	   sua	  

fisiopatologia	   	   (FIRESTEIN,	   2003).	   Há	   crescente	   interesse	   nos	   aspectos	   genéticos	   e	  

moleculares	   da	   AR.	   Primeiro,	   a	   ampla	   variação	   na	   sua	   incidência	   e	   prevalência	   para	  

diferentes	   ambientes,	   características	   étnicas	   e	   regionais,	   faz	   supor	   a	   influência	   genética	  

sobre	  os	  seus	  padrões	  clínicos	  (PLENGE,	  2009c;	  PRATT	  et	  al.,	  2009;	  TAYLOR	  et	  al.,	  2010).	  Por	  

outro	   lado,	   a	   contribuição	   genética	   para	   a	   susceptibilidade	   à	   doença	   vem	   sendo	  

demonstrada	  nos	  estudos	  de	  agregação	  familiar	  e	  de	  concordância,	  nos	  quais	  a	  incidência	  é	  

maior	  em	  gêmeos	  monozigóticos	  em	  relação	  aos	  dizigóticos	  (AHO	  et	  al.,	  1986;	  SAAG	  et	  al.,	  

1996).	  	  

Além	  disso,	  o	   conhecimento	  progressivo	  dos	  genes	  envolvidos	   com	  a	   fisiopatologia	  

da	   AR,	   bem	   como	   sua	   gravidade	   e	   resposta	   individual	   ao	   tratamento,	   podem	   suscitar	  

alternativas	   capazes	   de	   motivar	   o	   desenvolvimento	   de	   novos	   alvos	   terapêuticos,	   como	  
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também	   marcadores	   moleculares	   de	   doença	   mais	   sofisticados,	   capazes	   de	   favorecer	   o	  

diagnostico	  rápido	  e	  preciso	  (PLENGE,	  2009b).	  

Desde	   1970	   aproximadamente	   20	   loci	   de	   risco	   foram	   identificados	   para	   AR.	   O	  

primeiro	  locus	  genético	  foi	  o	  Complexo	  Principal	  de	  Histocompatibilidade,	  notado	  a	  partir	  de	  

experimentos	  com	  culturas	  mistas	  de	  linfócitos,	  quando	  foi	  observado	  que	  o	  subtipo	  DR4	  era	  

mais	  comum	  em	  pacientes	  com	  AR	  quando	  comparados	  com	  os	  controles	  (STASTNY,	  1976).	  

Posteriormente,	  a	  investigação	  da	  diversidade	  molecular	  das	  proteínas	  de	  Classe	  II	  (HLA-‐DR,	  

DQ	  e	  DP)	  localizou	  o	  subtipo	  sorológico	  Dw4	  no	  gene	  HLA-‐DRB1	  (GREGERSEN	  et	  al.,	  1986).	  	  	  

Quando	  o	  subtipo	  suscetível	  DR	  foi	  observado	  em	  grupo,	  os	  pesquisadores	  notaram	  

uma	   sequência	   de	   aminoácidos	   compartilhados	   nas	   posições	   70-‐74	   da	   proteína	   HLA-‐DR.	  

Esses	  resíduos	  formavam	  um	  sítio	  de	  ligação	  de	  peptídeos.	  Então	  formularam	  a	  hipótese	  que	  

peptídeos	   específicos	   ligavam-‐se	   aos	   alelos	   de	   HLA-‐DRB1	   associados	   à	   AR,	   facilitando	   o	  

desenvolvimento	   de	   células	   T	   autorreativas	   (GREGERSEN	   et	   al.,	   1987).	   Em	   conjunto	   estes	  

alelos	   são	   conhecidos	   coletivamente	   como	   “epítopo	   compartilhado”	   e	   resultam	   numa	  

sequência	  de	  aminoácidos	  na	  terceira	  região	  hipervariável	  da	  cadeia	  β	  do	  HLA:	  70Q/R-‐K/R-‐R-‐

A-‐A74.	  

Sendo	   assim,	   os	   alelos	   do	   HLA-‐DRB1	   codificam	   uma	   sequência	   de	   aminoácidos	  

semelhantes	  situados	  na	  parede	  da	  α-‐hélice	  na	  fenda	  de	  ligação	  peptídica	  do	  HLA.	  Estudos	  

cristalográficos	  do	  alelo	  *0401	  mostram	  que	  a	  cadeia	  lateral	  da	  glutamina	  na	  posição	  70	  está	  

fora	  da	  fenda	  de	   ligação	  peptídica	  e	  próxima	  ao	  Receptor	  de	  Célula	  T	   (TCR).	  Em	  contraste,	  

cadeia	  lateral	  da	  Lisina	  71	  se	  estende	  para	  dentro	  da	  fenda	  de	  ligação	  (Figura	  8)	  (IMBODEN,	  

2009).	  
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Figura 8. O	  Epítopo	  Compartilhado.	  	  
Fonte:	  Imboden	  (2008).	  
	  

	  
Ao	   nível	   do	  DNA	   os	   alelos	   de	   epítopo	   compartilhado	  mais	   comuns	   incluem	   *0101,	  

*0401,	  *0404	  em	  indivíduos	  de	  ancestralidade	  europeia,	  *0405	  e	  *0901	  em	  asiáticos.	  Alelos	  

menos	   comuns	   incluem	   *0102,	   *0104,	   *0408,	   *0413,	   *0416,	   *1001	   (PLENGE,	   2009a).	   É	  

digno	  de	  nota	  que	  os	  alelos	  clássicos	  do	  epítopo	  compartilhado	  podem	  não	  contribuir	  com	  

risco	  de	  AR	  em	  populações	  afro-‐americanas	  ou	  hispano-‐americanas.	  	  

Na	   América	   do	   Sul,	   em	   chilenos	   os	   alelos	   mais	   comuns	   são	   semelhantes	   aos	  

japoneses	  *0405	  e	  *0901	  (NEWTON	  et	  al.,	  2004).	  Em	  espanhóis	  e	  italianos	  *1001,	  em	  árabes	  

*0301,	   na	  Coréia	   do	   Sul	   *0405	  e	  no	  Brasil	   *0101	  e	   *0102	   (FARIAS;	  ANDRADE,	   2007).	   	   Em	  

brasileiros	   descendentes	   de	   europeus	   com	   AR	   estudados	   em	   São	   Paulo,	   os	   alelos	   de	  

suscetibilidade	  envolvidos	  são	  *0101	  e	  *0102,	  enquanto	  *0401	  e	  *0404	  estão	  relacionados	  à	  

gravidade	   da	   doença	   (LOUZADA-‐JUNIOR	   et	   al.,	   2001).	   Em	   afro-‐brasileiros	   a	   associação	  

encontrada	  foi	  *0404	  e	  *0405	  (FARIAS;	  ANDRADE,	  2007).	  

Conforme	   revisado	   por	   Shastry	   (2006),	   99,9%	   da	   sequência	   de	   DNA	   entre	   dois	  
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indivíduos	   randomicamente	   selecionados	   é	   idêntica.	   Apenas	   0,1%	   do	   genoma	   de	   duas	  

pessoas	  é	  diferente.	  Essas	  pequenas	  variações	  são	  chamadas	  de	  polimorfismos	  e	  são	  devidas	  

a	  mutações	  do	  genoma.	  Os	  polimorfismos	  de	  nucleotídeo	  único	  (SNPs)	  são	  as	  formas	  mais	  

simples	   e	   comuns	   ente	   os	   tipos	   de	   polimorfismos,	   ocorrendo	   na	   frequência	   de	   1	   a	   cada	  

1000pb	   em	   todo	   o	   genoma,	   incluindo	   regiões	   promotoras,	   sequências	   codificadoras	   e	  

íntrons	  (BROOKES,	  1999;	  LIAO;	  LEE,	  2010).	  	  

Os	  SNPs	  podem	  ser	  observados	  entre	  indivíduos	  de	  uma	  mesma	  população,	  podendo	  

influenciar	   a	   atividade	   	   promotora	   e	   a	   estabilidade	   do	   mRNA.	   Com	   isto,	   os	   SNPs	   são	  

implicados	   na	   participação	   direta	   ou	   indireta	   da	   expressão	   fenotípica.	   Alguns	   SNPs	  

funcionalmente	  expressos	  podem	  ser	  fatores	  de	  susceptibilidade	  para	  muitas	  doenças,	  além	  

de	  variações	  fenotípicas	  comuns	  como	  cor	  dos	  olhos,	  cabelos,	  etc.	  (AGUILLON	  et	  al.,	  2006).	  	  

Com	  novas	   ferramentas	  de	   investigação	  genômica,	   como	  os	  estudos	  Genome	  Wide	  

Association	   Studies	   (GWAS),	   com	   a	   qual	   é	   possível	   analisar	   centenas	   de	  milhares	   de	   SNPs	  

através	   do	   genoma,	   um	   enorme	   número	   de	   estudos	   de	   casos-‐e-‐controles	   tem	   sido	  

realizados	  com	  grandes	  amostras	  (FEERO	  et	  al.,	  2010).	  Os	  GWASs	  identificaram	  mais	  de	  20	  

alelos	  (Figura	  9)	  de	  risco	  para	  AR	  e,	  coletivamente,	  esses	  alelos	  respondem	  por	  15	  a	  20%	  de	  

toda	   a	   carga	   genética	   da	   doença	   (PLENGE;	   RAYCHAUDHURI,	   2010),	   entre	   eles	   alguns	   com	  

associação	  muito	  forte	  como	  PTPN22,	  STAT4,	  TRAF1-‐C5,	  CTLA4,	  entre	  outros	  (Figura	  9).	  	  

Os	   SNPs	  mais	   associados	   à	  AR	   são	   comuns,	   nos	   quais	   a	   forma	   rara	   de	   nucleotídeo	  

está	  presente	  em	  mais	  de	  5%	  da	  população.	  Em	  muitos	  casos	  o	  nucleotídeo	  alterado	  não	  é	  

necessariamente	   o	   causador	   da	   doença	   por	   ele	   mesmo,	   porém	   estão	   próximos	   a	   outros	  

genes	  dentro	  da	  mesma	  região	  e	  de	  alguma	  maneira	  estão	  relacionados	  à	  doença	  (PLENGE,	  

2009b;	  OROZCO;	  BARTON,	  2010;	  RAYCHAUDHURI,	  2010).	  	  
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Figura	  9.	  	  Distribuição	  dos	  26	  alelos	  de	  risco	  para	  AR	  em	  populações	  europeias.	  
Fonte:	  	  Raychaudhuri	  (2010).	  
	  
	  
1.6.	  O	  Gene	  PTPN22	  e	  a	  Artrite	  Reumatoide	  
	  

Em	  2004	  o	  polimorfismo	  do	  gene	  PTPN22	  1858	  C/T	  foi	  associado	  pela	  primeira	  vez	  à	  

autoimunidade	   em	   um	   estudo	   com	   desenho	   de	   casos-‐e-‐controles,	   no	   qual	   alelo	  mutante	  

1858T	  aumentou	  o	   risco	  para	  Diabetes	  Tipo	  1	   (BOTTINI	  et	  al.,	  2004).	  No	  mesmo	  ano,	  esse	  

polimorfismo	   também	   foi	   associado	  à	  AR	  e	  ao	   Lúpus	  Eritematoso	  Sistêmico	   (BEGOVICH	  et	  

al.,	  2004;	  KYOGOKU	  et	  al.,	  2004).	  	  

Desde	  então,	  tornou-‐se	  o	  polimorfismo	  mais	  forte	  associado	  às	  doenças	  autoimunes	  

(NAGY	   et	   al.,	   2010).	   Após	   estes	   trabalhos	   iniciais	   o	   polimorfismo	   PTPN22	   1858	   C/T	   foi	  

relacionado	   à	   AR	   em	   varias	   populações	   caucasoides	   (PLENGE	   et	   al.,	   2005;	   SIMKINS	   et	   al.,	  

2005;	  HARRISON	  et	  al.,	  2006;	  PIERER	  et	  al.,	  2006).	  	  

Por	   outro	   lado,	   diferenças	   geográficas	   importantes	   na	   frequência	   do	   alelo	   foram	  

observadas:	  no	  norte	  da	  Europa	  (Inglaterra	  e	  Finlândia)	  a	   frequência	  do	  alelo	  1858T	  foi	  de	  

12%;	  no	  sul	  da	  Europa	  (Espanha	  e	  Itália)	  6%;	  na	  Ásia	  e	  em	  populações	  afro-‐americanas	  ele	  foi	  

praticamente	  inexistente.	  Esses	  dados	  sugerem	  que	  a	  frequência	  do	  alelo	  1858T	  influencia	  a	  

suscetibilidade	  à	  AR	  (NAGY	  et	  al.,	  2010).	  	  
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O	  gene	  PTPN22	  está	  localizado	  no	  Cromossomo	  1,	  região	  1p13	  próximo	  ao	  telômero.	  

Tem	   58.989pb	   (NCBI	   locus	   ID	   26191),	   com	   24	   éxons	   e	   codifica	   uma	   fosfatase	   linfócito-‐

específica	   chamada	   Lyp1,	   uma	   tyrosina-‐fosfatase	   proteica	   (PTP)	   citosólica	   de	   Classe	   1,	  

restrita	  à	  células	  hematopoiéticas,	  com	  cerca	  de	  807	  aminoácidos	   (a.a.)	   (Figura	  10)	  e	  peso	  

molecular	   aproximado	   de	   105kDa.	   Estruturalmente,	   a	   Lyp1	   tem	   aproximadamente	   300	  

resíduos	  de	  a.a.	  no	  domínio	  N-‐terminal	  Tyrosina	  fosfatase	  e	  200a.a.	  no	  domínio	  C-‐terminal,	  o	  

qual	   incluem	   4	   motivos	   prolina	   putativos	   (PEST-‐enriched)	   chamados	   P1-‐P4.	   O	   domínio	  

catalítico	   e	   o	   domínio	   C-‐terminal	   são	   separados	   por	   uma	   região	   com	   cerca	   de	   300a.a.	  

chamada	  região	  interdomínio	  (STANFORD	  et	  al.,	  2010).	  

Através	  de	  splicing	  alternativo	  o	  gene	  PTPN22	  produz	  dois	  transcritos	  que	  codificam	  

três	  isoformas	  diferentes	  (Lyp1,	  Lyp2	  e	  Lyp3),	  porém	  a	  forma	  dominante	  em	  linfócitos	  T	  é	  a	  

Lyp1,	   enquanto	   a	   Lyp2	   está	   presente	   em	   linfócitos	   em	   repouso	   (MATTHEWS	   et	   al.,	   1992;	  

ANDERSEN	  et	  al.,	  2001;	  ANDERSEN	  et	  al.,	  2004;	  STANFORD	  et	  al.,	  2010).	  Além	  disso,	  os	  dois	  

transcritos	  apresentam	  um	  total	  de	  seis	  polimorfismos	  de	  nucleotídeo	  único	  (Figura	  11).	  

	  

Figura	  10.	  Estrutura	  tridimensional	  da	  Lyp.	  	  
Fonte:	  http://www.rcsb.org/pdb/explore/jmol.do?structureId=2P6X&bionumber=1.	  
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Figura	  11.	  Estrutura	  das	  duas	  isoformas	  de	  transcritos	  do	  gene	  PTPN22	  e	  os	  seis	  polimorfismos	  de	  
nucleotídeo	  único	  do	  gene.	  
	  Fonte:	  Pradhan	  et	  al.	  (1983).	  

	  
As	   isoformas	   proteicas	   da	   Lyp1	   e	   Lyp2	   são	   inibidores	   potentes	   de	   diversos	  

mediadores	   chave	   na	   transdução	   de	   sinal	   do	   Receptor	   de	   Célula	   T	   (TCR),	   através	   de	  

defosforilação	  de	  kinases	  Src	  (Lck)	  e	  kinases	  Syk	  (Zap70).	  As	  proteínas	  Lyp	  e	  Lyp2	  formam	  um	  

complexo	  com	  a	  Tirosina	  Kinase	  Csk	  ligando-‐se	  ao	  seu	  domínio	  SH3,	  cujo	  efeito	  sinérgico	  é	  

inibitório	  na	  sinalização	  inicial	  do	  TCR.	  O	  complexo	  Csk-‐Lyp	  depende	  da	  interação	  entre	  um	  

motivo	  P1	  N-‐terminal	  da	  Lyp	  e	  o	  domínio	  SH3	  da	  Csk	  (Figura	  12)	  (BOTTINI	  et	  al.,	  2004).	  	  

	  

	  

Figura	  12.	  Estrutura	   tridimensional	  do	  complexo	  Lyp-‐Csk	   (Lyp	  cadeia	  em	  amarelo;	  Csk	  cadeia	  em	  
cinza).	  A	   cadeia	   lateral	   com	  Arg-‐620	  que	  encaixa	   em	  uma	  depressão	   ácida	  da	   estrutura	   ligante	  no	  
domínio	  SH3,	  enquanto	  interage	  com	  o	  Tryp46	  da	  Csk.	  	  A	  substituição	  desta	  Arg620	  por	  um	  Typ620	  
impede	  a	  formação	  do	  complexo	  Lyp-‐Csk.	  	  
Fonte:	  Bottini	  et	  al.	  (2004).	  

	  

SNP	  Funcional	  R620W	  
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O	  principal	  polimorfismo	  do	  gene	  PTPN22	  resulta	  da	  substituição	  de	  uma	  citosina	  por	  

uma	  timina	  na	  posição	  1858	  do	  gene,	  com	  substituição	  de	  uma	  arginina	  por	   triptofano	  na	  

posição	  620	  da	  proteína	  Lyp	  (R620W).	  A	  publicação	  inicial	  de	  Bottini	  et	  al.	  (2004)	  dava	  conta	  

de	  que	  o	  alelo	  PTPN22	  1858T	  promove	  uma	  ruptura	  da	  ligação	  SH3	  (Csk)	  e	  o	  motivo	  P1	  (Lyp)	  

em	   função	   da	   substituição	   R620W	   (Figura	   12).	   A	   partir	   desta	   observação,	   os	   autores	  

formularam	  a	  hipótese	  de	  que	  uma	  menor	  disponibilidade	  do	  complexos	  Csk-‐Lyp	  no	  citosol	  

promoveria	  um	  estado	  de	  hiperativação	  do	  linfócito	  T	  (TONKS,	  2006).	  

	  	   Entretanto,	   resultados	   de	   estudos	   posteriores	   demonstraram	   que	   o	   resultado	  

funcional	  desta	  mutação	  é	  um	  ganho	  de	  função,	  com	  uma	  Lyp	  de	  maior	  atividade	  inibidora	  

sobre	  sinalização	  do	  linfócito	  T	  (TONKS,	  2006;	  STANFORD	  et	  al.,	  2010).	  Não	  se	  sabe	  ao	  certo	  

qual	  a	  relação	  deste	  ganho	  de	  função	  com	  a	  imunopatogenia	  das	  doenças	  autoimunes,	  mas	  

acredita-‐se	  atualmente	  que	  promove	   falha	  na	  deleção	  de	  células	  T	  autoreativas,	  porque	  o	  

alelo	   PTPN22	   1858T	   suprime	   fortemente	   a	   sinalização	   do	   receptor	   de	   célula	   T	   durante	   a	  

seleção	  clonal	  no	  timo	  (NAGY	  et	  al.,	  2010).	   	  Por	  outro	  lado,	  suspeita-‐se	  também	  seja	  capaz	  

de	  induzir	  uma	  atividade	  reguladora	  de	  células	  T	  insuficiente	  (TONKS,	  2006).	  	  

O	  PTPN22	  1858T	  também	  foi	  associado	  à	  AR	  soropositiva	  (Fator	  Reumatoide	  positivo)	  

e	  à	  presença	  de	  anticorpos	  Anti-‐CCP	  (LEE	  et	  al.,	  2005).	  Conjuntamente,	  os	  alelos	  de	  epítopo	  

compartilhado	  do	  gene	  HLA-‐DRB1,	  o	  polimorfismo	  do	  gene	  PTPN22	  1858	  C/T	  e	  o	  tabagismo,	  

constituem-‐se	  a	  mais	  forte	  associação	  de	  risco	  para	  AR	  (PRATT	  et	  al.,	  2009).	  

	  
1.7.	  O	  Gene	  TNF	  e	  a	  Artrite	  Reumatoide	  
	  

O	  Fator	  de	  Necrose	  Tumoral-‐α	   (TNF-‐α)	  é	  uma	  citocina	  pleiotrópica	  pro-‐inflamatória	  

potente	  que	  exerce	  papel	  central	  na	  resposta	  imune	  inata	  e	  adquirida,	  além	  de	  participar	  da	  

função	   normal	   de	   linfócitos,	   macrófagos,	   neutrófilos	   e	   células	   dendríticas.	   Embora	   seja	  
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produzida	   principalmente	   por	   macrófagos,	   estudos	   posteriores	   mostraram	   que	   o	   TNF	   é	  

produzido	   por	   grande	   variedade	   de	   células	   (FALVO	   et	   al.,	   2010).	   Foi	   inicialmente	   descrito	  

como	   um	   fator	   envolvido	   na	   regulação	   de	   processos	   malignos.	   No	   entanto,	   hoje	   é	   mais	  

conhecido	   por	   ser	   um	   importante	   mediador	   da	   resposta	   inflamatória	   (BAUGH;	   BUCALA,	  

2001;	  JACKSON,	  2007).	  	  

O	   TNF-‐α	   pertence	   a	   uma	   superfamília	   com	   19	  membros	   ligantes	   e	   30	   receptores,	  

descritos	   até	   o	   momento	   (WARE,	   2003;	   2008).	   Dessa	   superfamília,	   o	   TNF-‐α	   foi	   um	   dos	  

primeiros	   membros	   a	   ser	   identificado,	   o	   qual	   é	   sintetizado	   como	   uma	   proteína	   de	  

membrana	   tipo	   II	   não-‐glicosilada,	   com	   uma	   extremidade	   N-‐terminal	   intracelular	   e,	   outra	  

maior,	   C-‐terminal	   extracelular.	   Na	   membrana,	   o	   TNF-‐α	   é	   expresso	   em	   sua	   forma	  

homodimérica	  com	  peso	  molecular	  de	  17kDa	  que	  é	  liberado	  por	  clivagem	  realizada	  por	  uma	  

metaloproteinase,	  também	  associada	  à	  membrana	  (AGGARWAL,	  2003;	  PFEFFER,	  2003).	  Três	  

dessas	  moléculas	   polimerizadas	   compõem	   a	   forma	   de	   pirâmide	   do	   TNF-‐α	   secretado,	   com	  

peso	   molecular	   de	   51kDa,	   capaz	   de	   ligar-‐se	   e	   ativar	   	   três	   receptores	   simultaneamente	  

(Figura	  13)	  (PFEFFER,	  2003).	  	  

	  

	  

Figura	  13.	  Estrutura	  Tridimensional	  do	  TNF.	  	  
Fonte:	  http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1TNF.	  
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O	  Gene	   TNF	   está	   localizado	   no	   braço	   curto	   cromossomo	   6	   na	   região	   6p21.3,	   uma	  

região	   altamente	   polimórfica	   do	   genoma	   humano,	   ocupando	   um	   segmento	   de	  

aproximadamente	   7kb	   que	   compreende	   a	   região	   dos	   genes	   do	  MHC.	   Situa-‐se	   a	   1,2kb	   do	  

gene	   LTA	   que	   codifica	   a	   citocina	   Linfotoxina-‐α,	   sendo	   também	   flanqueado	   pelo	   gene	   da	  

citocina	  Linfotoxina-‐β,	  também	  pertencentes	  à	  família	  TNF	  (Figura	  14)	  (NEDWIN	  et	  al.,	  1985;	  

RINK;	  KIRCHNER,	  1996;	  ZANELLI	  et	  al.,	  2001).	  	  

	  
	  

	  

Figura	  14.	  Diagrama	  Esquemático	  da	  Região	  6p21	  do	  Cromossomo	  6.	  Locus	  do	  gene	  TNF	  humano	  
entre	  os	  genes	  do	  HLA-‐B	  e	  HLA-‐DR.	  	  
Fonte:	  Rink	  e	  Kirchner	  et	  al.	  (1996).	  
 

	  
A	   compreensão	   dos	   mecanismos	   de	   transcrição	   gênica	   do	   TNF,	   bem	   como	   a	  

organização	   e	   estrutura	   do	   promotor	   são	   fundamentais	   neste	   trabalho.	   Desta	   forma,	   os	  

níveis	  de	  TNF	  circulantes	  são	  regulados	  por	  um	  controle	  fino	  em	  várias	  etapas	  da	  expressão	  

gênica:	  transcrição	  gênica,	  controle	  pós-‐transcricional	  na	  estabilidade	  de	  mRNA,	  clivagem	  da	  

forma	  de	  membrana	  para	  formas	  solúveis	  e	  pela	  expressão	  de	  receptores,	  além	  da	  regulação	  

epigenético	  (HAJEER;	  HUTCHINSON,	  2001;	  FALVO	  et	  al.,	  2010).	  	  

Ao	   nível	   da	   transcrição,	   o	   gene	   TNF	   é	   ativado	   em	   resposta	   a	   uma	   diversidade	   de	  

estímulos	   tipicamente	   relacionados	   à	   ativação	   celular	   durante	   infecção,	   inflamação	   ou	  

estresse.	   Esses	   indutores	   de	   transcrição	   do	   gene	  TNF	   incluem	   ligantes	   para	   receptores	   de	  

reconhecimento	  de	  padrão	  (PRR)	  como	  os	  Toll-‐Like	  Receptors	  (TLRs),	  para	  receptor	  da	  célula	  
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T	  (TCR),	  receptores	  de	  citocinas,	  incluindo	  os	  dois	  receptores	  cognatos	  do	  TNF.	  A	  regulação	  

da	  transcrição	  também	  varia	  conforme	  os	  diferentes	  tipos	  celulares	  envolvidos	  (FALVO	  et	  al.,	  

2010).	  

A	   região	   promotora	   do	   TNF	   é	   compacta	   e	   modular	   (Figura	   15).	   A	   região	   5’-‐não-‐

traduzida	   (5’UTR)	   do	   gene	   contem	   um	   promotor	   proximal	   de	   aproximadamente	   -‐200	  

nucleotídeos	   (nt)	   upstream	   do	   sitio	   cap	   mRNA,	   altamente	   conservada	   em	   mamíferos	   e	  

totalmente	  conservada	  em	  primatas	  superiores.	  	  Embora	  o	  promotor	  proximal	  com	  cerca	  de	  

-‐200nt	   seja	   suficiente	   para	   conduzir	   a	   transcrição,	   existem	  motivos	   de	  DNA	   espaçados	   no	  

promotor	  que	  são	  críticos	  para	  a	  transcrição	  (Figura	  15).	  	  

Assim,	   o	   promotor	   contém	   uma	   sequência	   TATA	   box	   (para	   RNA	   Pol	   Tipo	   II)	   e	  

múltiplas	   regiões	   cis-‐acting	   que	   são	  motivos	   de	   ligação	   de	   fatores	   de	   transcrição.	   Existem	  

seis	   sítios	  de	   ligação	  para	  o	  Fator	  Nuclear	  de	  Célula	  T	  ativada	   (NFAT),	  quatro	  para	  Ets/Elk,	  

enquanto	  uma	  região	  NFAT	  se	  sobrepõe	  a	  um	  sítio	  de	  ligação	  Sp1	  downstream.	  	  Também	  há	  

um	  sítio	  de	  ligação	  par	  Egr	  adjacente	  a	  um	  sítio	  Sp1	  mais	  upstream,	  além	  de	  um	  Elemento	  de	  

Resposta	  ao	  AMP-‐c	  (CRE)	  (FALVO	  et	  al.,	  2010).	  

	  

	  
Figura	  15.	  Promotor	  Proximal	  do	  TNF	  Humano.	  Sequência	  de	  nucleotídeos	  do	  promotor	  proximal	  
do	  gene	  TNF	  humano	  (-‐200nt)	  mostrando	  as	  posições	  dos	  sítios	  de	  ligação	  dos	  fatores	  de	  transcrição	  
(boxes).	  As	  barras	  indicam	  as	  sequências	  altamente	  conservadas	  de	  primatas,	  além	  das	  posições	  com	  
diferenças	  genéticas	  fixas	  em	  primatas	  não	  humanos.	  	  
Fonte:	  Falvo	  et	  al.	  (2010).	  
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A	  transcrição	  do	  gene	  TNF	  é	  regulada	  por	  um	  complexo	  de	  núcleo	  proteínas	  chamado	  

acentuassomos	   (do	   inglês	   enhanceassomes).	   Os	   acentuassomos	   consistem	   de	   diferentes	  

fatores	  de	  transcrição	  e	  coativação	  associados,	  numa	  estrutura	  altamente	  ordenada,	  com	  os	  

promotores	  e	  acentuadores	  (enhancers),	  funcionando	  sinergicamente,	  de	  modo	  a	  estabilizar	  

e	  aumentar	  a	  eficiência	  da	  transcrição	  (LEWIN,	  2006).	  	  

Após	  a	  indução	  da	  transcrição	  do	  gene	  TNF,	  os	  fatores	  de	  transcrição	  descritos	  acima	  

se	   ligam	   aos	   seus	   sítios	   específicos	   para	   compor,	   juntamente	   com	   a	   RNA	   polimerase,	   o	  

aparato	  de	  transcrição.	  Forma-‐se	  um	  núcleo	  composto	  pelas	  proteínas	  ATF-‐2/c-‐jun-‐NFAT	  ou	  

ATF-‐2/c-‐jun-‐NFAT-‐Ets/Elk,	   centradas	   no	   sítio	   CRE/κ3-‐NFAT,	   interagindo	   com	   um	   complexo	  

âncora	   (CBP/p300)	  para	  o	   aparato	  de	   transcrição	   (Figura	  16).	  O	   sistema	  de	   transcrição	  do	  

gene	  TNF	  é	  tão	  eficiente	  que,	  após	  um	  estimulo	  indutor,	  os	  níveis	  séricos	  de	  TNF	  podem	  se	  

elevar	   centenas	   de	   vezes	   em	   poucos	   minutos,	   tornando-‐se	   um	   modelo	   no	   estudo	   dos	  

acentuassomos	  e	  promotores	  (FALVO	  et	  al.,	  2010).	  

	  
	  
	  

Figura	  16.	   	  Aparato	  de	  Transcrição	  e	  acentuassomo	  do	  gene	  TNF	  humano.	  De	  acordo	  com	  o	  tipo	  
celular,	   as	   concentrações	  de	  NFAT	  nucleares	  diferem	  e,	  portanto,	  a	   composição	  do	  acentuassomo.	  
Fonte:	  	  Falvo	  et	  al.	  (2010).	  

	  
	  
O	   TNF	   é	   descrito	   na	   literatura	   como	   uma	   clássica	   citocina	   pro-‐inflamatória	   que	   é	  

dependente	  do	  Fator	  Nuclear-‐κB	  (NF-‐κB)	  (MURPHY	  et	  al.,	  2008).	  As	  proteínas	  do	  NF-‐κB	  são	  

Célula	  T	  

↑	  NFAT	   ↓	  NFAT	   ↓↓↓	  NFAT	  

Monócitos	  /	  Macrófagos	  
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na	  realidade	  uma	  grande	  família	  de	  fatores	  de	  transcrição	  gênica.	  Essa	  família	  inclui	  o	  p-‐50,	  

p65	  (RelA),	  c-‐Rel,	  p52,	  e	  RelB	  que	  se	  ligam	  ao	  DNA	  como	  homo	  ou	  heterodímeros	  (VLANTIS;	  

PASPARAKIS,	   2010).	   Nas	   células	   não	   ativadas,	   o	   NF-‐κB	   está	   complexado	   com	   moléculas	  

inibitórias	  chamadas	  IκBα,	  em	  constante	  migração	  entre	  o	  núcleo	  e	  o	  citoplasma.	  A	  ativação	  

do	  NF-‐κB	  requer	  a	  degradação	  do	  IκBα,	  permitindo	  a	  dimerização	  do	  NF-‐κB	  e	  seu	  acúmulo	  

no	   núcleo	   onde	   se	   liga	   a	   sequências	   alvo	   específicas	   do	   DNA	   para	   regular	   a	   transcrição	  

(VLANTIS;	  PASPARAKIS,	  2010).	  	  

A	  concepção	  de	  que	  o	  NF-‐κB	  estava	  envolvido	  na	   regulação	  do	  gene	  TNF	  deriva	  da	  

observação	  de	  que	  o	  NF-‐κB	  liga-‐se	  a	  sete	  sítios	  específicos	  do	  promotor	  distal	  (κB1,	  κB2,	  κB3,	  

ζ,	   κ1,κ2,κ3)	   além	   de	   diversas	   outras	   observações	   indiretas.	   Porém,	   a	   deleção	   ou	  mutação	  

sítio-‐dirigida	   destas	   regiões	   não	   afetam	   sobremaneira	   a	   transcrição	   (FALVO	   et	   al.,	   2010;	  

VLANTIS;	  PASPARAKIS,	  2010).	  	  

Entretanto,	  no	  promotor	  distal	  estão	  situados	  diversos	  SNP	  que,	  em	  algum	  grau,	  têm	  

sido	   relacionados	   à	   doenças,	   supostamente	   por	   modificarem	   a	   regulação	   de	   transcrição	  

gênica	   do	   TNF	   (Figura	   17).	   Nessa	   região	   mais	   distal	   foram	   descritos	   os	   SNPs	   -‐1031T/C,	   -‐

863C/A,	   -‐857C/A,	   -‐851C/T,	   -‐419G/C,	   -‐376G/A,	   -‐308G/A,	   -‐238G/A	  (FALVO	  et	  al.,	  2010).	  Hoje	  

sabe-‐se	  que,	  em	  função	  da	  contagem	  incorreta	  de	  pares	  de	  base	  em	  relação	  ao	  mRNA	  cap,	  a	  

partir	   da	   adenina	   na	   posição	   +1,	   o	   que	   modifica	   a	   numeração	   dos	   SNP.	   Inclusive,	   a	  

numeração	   correta	  do	   SNP	   -‐308	  é	   -‐307	   (UGLIALORO	  et	   al.,	   1998;	  HOLLEGAARD;	  BIDWELL,	  

2006).	  Apesar	  disto,	  a	  nomenclatura	  “tradicional”	  foi	  mantida	  neste	  trabalho,	  alinhando-‐se	  

com	  a	   identificação	  e	   registro	  deste	  SNP	  no	  National	  Center	  of	  Biothecnology	   nos	  Estados	  

Unidos	  (NCBI).	  
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Figura	   17.	   Região	   Distal	   do	   Promotor	   TNF	   Humano.	   Sítios	   de	   ligação	   NF-‐kB	   na	   região	   distal	   do	  
promotor	  do	  gene	  TNF	  humano.	  Numa	  região	  situada	  aproximadamente	  entre	  -‐1200	  e	  -‐200nt	  estão	  
SNPs	  relacionados	  ao	  gene	  TNF.	  	  
Fonte:	  Falvo	  et	  al.	  (2010).	  

 
 

	  É	  interessante	  notar	  que,	  muitos	  destes	  SNP	  da	  região	  promotora	  de	  TNF,	  estão	  em	  

desequilíbrio	   de	   ligação	   com	   genes	   do	   HLA	   em	   haplótipos	   estendidos,	   como	   blocos	  

conservados	   de	   sequências	   de	   DNA	   entre	   o	   HLA-‐B	   e	   HLA-‐DR,	   servindo	   inclusive	   como	  

marcadores	   haplotípicos.	   Esses	   SNP	   também	   têm	   sido	   usados	   como	   marcadores	   de	  

ancestralidade	   humana,	   como	   o	   SNP	   -‐856	   comum	   em	   caucasianos	   e	   cambojanos,	   mas	  

escassos	   em	   ameríndios	   (etnia	   Quéchua	   e	   Paez)	   e	   ausente	   em	  malasianos	   (FALVO	   et	   al.,	  

2010).	  

Após	   a	   descrição	   original	   de	   Wilson	   et	   al.	   (1992)	   do	   polimorfismo	   TNF	   -‐308	   G/A,	  

detectado	   usando	   RFLP,	   Danis	   et	   al.	   (1995)	   mostraram	   que	   este	   polimorfismo	   incomun	  

apresentava-‐se	   em	   associação	   com	   doenças	   autoimunes	   como	   AR	   e	   Lúpus	   Eritematoso.	  

Após	   estes	   trabalhos	   iniciais,	   um	   houve	   um	   crescente	   interesse	   pelos	   polimorfismos	   da	  

região	   promotora	   do	   gene	   TNF.	   Isto	   porque	   estudos	   posteriores,	   usando	   diferentes	  

metodologias,	   mostraram	   que	   o	   polimorfismo	   da	   posição	   -‐308	   do	   gene	   TNF	   estava	  

possivelmente	   envolvido	   na	   regulação	   da	   expressão	   de	   TNF-‐α,	   como	   um	   fenótipo	  

hiperprodutor	  desta	  citocina	  (KROEGER	  et	  al.,	  1997;	  WILSON	  et	  al.,	  1997;	  LOUIS	  et	  al.,	  1998;	  

KROEGER	  et	  al.,	  2000).	  
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Entretanto,	  em	  estudos	  de	  caso-‐controle	  o	  envolvimento	  deste	  polimorfismo	  com	  a	  

AR,	   bem	   como	   com	   outras	   condições	   inflamatórias	   e	   autoimunes,	   não	   se	   tornou	   um	  

consenso.	   Bayley	   et	   al.	   (2004)	   e	   Elahi	   et	   al.	   (2009)	   reuniram	   e	   revisaram	   informações	   de	  

vários	   estudos,	   concluindo	   que	   a	   participação	   deste	   polimorfismo	   no	   risco	   de	   doenças	  

inflamatórias	   e	   autoimunes,	   incluindo	   a	   AR,	   ainda	   não	   foi	   estabelecida.	   Apesar	   disto,	   um	  

número	  contínuo	  de	  evidências	  tem	  sido	  publicadas	  envolvendo	  de	  algum	  modo	  o	  TNF2	  e	  a	  

Artrite	  Reumatoide.	  

Embora	   inicialmente	   controversa	   a	   ideia	  de	  que	  o	  polimorfismo	  TNF	   -‐308	  G/A	   seja	  

funcionalmente	  ativo,	  aumentando	  a	  transcrição	  de	  TNF,	  experimentos	  recentes	  com	  gene	  

repórter	   confirmam	   esta	   hipótese	   (KARIMI	   et	   al.,	   2009).	   Este	   fato	   tem	   implicações	  

fisiopatológicas,	   pois	   camundongos	   transgênicos	   TNFtg	   que	   hiperexpressam	   TNF	  

desenvolvem	   artrite	   espontânea	   em	   modelos	   experimentais	   (BERG,	   2009).	   Além	   disso,	  

estudos	  em	  pacientes	  com	  síndrome	  de	   resposta	   inflamatória	   sistêmica,	   revelaram	  que	  os	  

indivíduos	   com	   pelo	   menos	   um	   alelo	   mutante	   têm	   níveis	   elevados	   de	   TNF	   sérico,	   maior	  

expressão	  de	  mRNA	  de	  TNF	  e,	  por	  fim,	  maior	  risco	  de	  sepse	  e	  choque	  séptico	  (MENGES,	  T.	  et	  

al.,	  2008).	  	  

O	  alelo	  A	  do	  SNP	  TNF	  -‐308	  G/A,	  ativo	  funcionalmente	  com	  hiperexpressão	  de	  TNF,	  foi	  

associado	  à	  suscetibilidade	  para	  AR	  (CVETKOVIC	  et	  al.,	  2002;	  BAYLEY	  et	  al.,	  2004),	  bem	  como	  

à	  maior	  progressão	  radiográfica	  (REZAIEYAZDI	  et	  al.,	  2007;	  URSUM	  et	  al.,	  2010)	  e	  a	  variações	  

de	   responsividade	   ao	   tratamento	   com	   imunobiológicos	   Anti-‐TNF	   como	   infliximabe	   e	  

etanercept	   (MUGNIER	  et	   al.,	   2003;	   KREJSA	  et	   al.,	   2006).	   Esses	   resultados,	   entretanto,	   não	  

são	  homogêneos	  em	  estudos	  que	  consideram	  diferentes	  populações	  (LEE	  et	  al.,	  2007).	  

O	   TNF	   exerce	   sua	   função	   biológica	   pela	   ligação	   aos	   receptores	   de	   TNF	   (TNFR).	  

Existem	  descritos	  vários	  membros	  da	  família	  TNFR	  e	  os	  dois	  primeiros	  descritos	  são	  os	  mais	  
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estudados:	   o	   TNFR1	   (TNFRp55-‐60)	   e	   o	   TNFR2	   (TNFRp75-‐80)	   que	   interagem	   com	   a	   forma	  

homodimérica	   do	   TNF-‐α.	   Conforme	   mencionado	   anteriormente,	   devido	   a	   sua	   forma	  

triangular,	   o	   TNF-‐α	   secretado	   pode	   se	   ligar	   a	   três	   receptores,	   simultaneamente	   (PFEFFER,	  

2003).	   	   Esses	   receptores	   ocorrem	   também	   na	   forma	   solúvel	   e	   quando	   se	   ligam	   ao	   TNF	  

circulante	  neutralizam	  sua	  atividade	   imunológica	  por	  competição	  com	  receptores	   ligados	  à	  

superfície	  de	  membranas	  de	  leucócitos,	  mas	  ao	  mesmo	  tempo	  estabiliza	  a	  molécula	  de	  TNF	  

e	  impede	  sua	  degradação	  (HAJEER;	  HUTCHINSON,	  2001).	  

O	   TNF-‐α	   é	   uma	   citocina	   produzida	   por	   fagócitos	   mononucleares	   ativados	  

(macrófagos),	  embora,	  os	   linfócitos	  T	  efetores,	  células	  NK	  e	  mastócitos,	   também	  secretem	  

essa	   proteína.	   O	   estímulo	   mais	   potente	   para	   desencadear	   a	   síntese	   de	   TNF-‐α	   pelos	  

macrófagos	   é	   o	   lipolissacarídeo	   (LPS),	   presente	   na	   parede	   celular	   de	   bactérias	   Gram-‐

negativas.	  O	  LPS	  bacteriano	  é	  reconhecido	  por	  um	  receptor	  solúvel,	  o	  LBP,	  que	  permite	  sua	  

ligação	  com	  o	  CD14.	  O	  CD14,	  quando	  ligado	  ao	  LPS,	  interage	  com	  o	  TLR-‐4	  (receptor	  tipo	  Toll	  

4)	   ligado	  à	  proteína	  CD14,	   induzindo	  a	   liberação	  de	  citocinas	  pró-‐inflamatórias,	  pela	  via	  do	  

MyD88,	  como	  o	  TNF-‐α	  (AGGARWAL,	  2003;	  PFEFFER,	  2003).	  

O	   TNF-‐α	   liberado	   estimula	   as	   células	   endoteliais	   vasculares	   a	   expressarem	   novas	  

moléculas	   de	   adesão,	   as	   quais	   facilitam	   a	   entrada	   de	   neutrófilos	   e	  monócitos	   no	   local	   da	  

infecção.	  O	  TNF	  é	  produzido	  em	  grandes	  quantidades	  em	  infecções	  graves	  e	  exerce	  efeitos	  

sistêmicos:	  no	  hipotálamo,	  induz	  o	  aumento	  da	  temperatura	  corpórea;	  sobre	  o	  fígado,	  leva	  a	  

produção	   de	   proteínas	   de	   fase	   aguda.	   Altas	   concentrações	   de	   TNF-‐α	   desencadeiam	  

modificações	   hemodinâmicas	   e	   choque	   e,	   estado	   de	   hipercoagulabilidade	   endovascular	   e	  

hipermetabolismo.	   	   Sobre	   as	   células	   T	   induz	   proliferação	   e	   efeitos	   pró-‐inflamatórios	  

(MURPHY	  et	  al.,	  2008).	  
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1.8	  Papel	  do	  TNF	  na	  Imunopatogênese	  da	  Artrite	  Reumatoide	  
	  

A	   demonstração	   que	   o	   TNF-‐	   α	   tem	   um	   papel	   importante	   na	   AR	   ocorreu	   após	   a	  

observação	   do	   seu	   potencial	   em	   degradar	   a	   cartilagem	   e	   o	   osso	   in	   vitro.	   Além	   disso,	   em	  

culturas	  de	  macrófagos	  sinoviais	  de	  pacientes	  com	  AR,	  o	  TNF-‐α	  e	  várias	  outras	  citocinas	  pro-‐

inflamatórias	  são	  espontaneamente	  produzidas	  por	  vários	  dias.	  Curiosamente,	  se	  a	  atividade	  

biológicas	  do	  TNF-‐	  α	  é	  bloqueada,	  a	  produção	  tanto	  da	  citocinas	   IL1-‐β	  como	  do	  seu	  mRNA	  

está	  marcadamente	  reduzida.	  Esses	  achados	  sugerem	  que	  a	  produção	  sinovial	  de	  citocinas	  

na	  AR	  não	  é	  randômica,	  mas	  uma	  rede	  hierárquica	  controlada.	  	  

A	   inibição	   da	   atividade	   biológica	   de	   TNF-‐α	   também	   reduz	   a	   produção	   de	   citocinas	  

pró-‐inflamatórias	  como	  IL-‐1,	   IL-‐6	  e	  CXCL-‐8	  e	  de	  GM-‐CSF,	  o	  qual	  é	   importante	  na	   indução	  e	  

manutenção	  da	  expressão	  de	  MHC	  Classe	   II	  nas	  Células	  Apresentadoras	  de	  Antígeno	  (APC)	  

na	   membrana	   sinovial	   (BRENNAN;	   MCINNES,	   2008).	   Por	   outro	   lado,	   Keffer	   et	   al.	   (2006)	  

mostraram	  que	  camundongos	  transgênicos	  que	  expressam	  o	  gene	  TNF	  humano	  modificado	  

(com	   substituição	   da	   sequência	   reguladora	   da	   região	   5’UTR),	   desenvolvem	   artrite	  

espontânea.	  

Na	   realidade,	   tanto	   citocinas	   pró-‐inflamatórias	   como	   anti-‐inflamatórias	   são	  

detectadas	  no	  líquido	  sinovial	  de	  pacientes	  com	  AR	  (Figura	  18).	  Porém,	  citocinas	  reguladoras	  

como	   TGF-‐β	   e	   IL-‐10	   não	   estão	   presentes	   em	   quantidade	   suficiente	   para	   inibir	   a	   sinovite	  

(FIRESTEIN,	  2003;	  TAYLOR	  et	  al.,	  2010).	  	  
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Figura	  18.	  O	  Conceito	  do	  Desequilíbrio	  de	  Citocinas.	  	  
Fonte:	  Taylor	  (2010).	  

 
	   Durante	  a	  ativação	  das	  células	  sinoviais	  na	  membrana	  sinovial	   inflamada,	  o	  TNF-‐α	  é	  

produzido	   continuamente	   (e	   em	   sua	   maior	   parte)	   pelos	   macrófagos	   sinoviais	   ativados	  

(GIERUT	  et	  al.,	  2010).	  Conforme	  ilustrado	  na	  Figura	  19,	  o	  TNF	  desempenha	  um	  papel	  central	  

na	   imunopatogênese	   da	   AR,	   em	   função	   de	   suas	   múltiplas	   ações.	   Essas	   ações	   incluem	   a	  

capacidade	  de	  induzir	  a	  expressão	  de	  outras	  citocinas	  pró-‐inflamatórias	  como	  IL-‐1	  e	  IL-‐6	  que,	  

em	  conjunto,	  acentuam	  a	  expressão	  de	  quimiocinas	  que	  atraem	  mais	  células	  para	  o	  tecido	  

inflamado.	  Finalmente,	  a	  destruição	  da	  cartilagem	  articular	  e	  do	  osso	  subcondral	  é	  iniciada	  

depois	  da	  indução	  de	  metaloproteinases	  (IMBODEN,	  2009).	  

Acredita-‐se	   que	   a	   ativação	   de	   macrófagos	   sinoviais	   resulte	   de	   uma	   sequência	   de	  

eventos	  iniciados	  a	  partir	  da	  apresentação	  de	  antígenos	  por	  uma	  APC	  a	  um	  linfócito	  T	  naïve,	  

e	  sua	  diferenciação	  em	  uma	  célula	  TH17,	  sob	  ação	  de	  IL-‐21,	  IL-‐23,	  TGFβ	  e	  IL-‐6.	  O	  conceito	  de	  

que	   a	   AR	   é	   uma	   doença	   mediada	   Th1	   perdeu	   espaço	   quando	   a	   resposta	   Th17	   foi	  

compreendida	   no	   contexto	   do	   desequilíbrio	   de	   citocinas	   (Figura	   20).	   As	   células	   Th17	  

estimulam	   a	   alça	   pró-‐inflamatórias	   induzindo	   a	   secreção	   de	   TNF-‐α,	   IL1-‐β	   IL-‐6,	   além	   de	  

estimular	   a	   produção	   óxido	   nítrico,	   a	   osteoclastogênse,	   cujo	   resultado	   é	   a	   destruição	   da	  

cartilagem	  e	  do	  osso	  subcondral	  (IMBODEN,	  2009).	  

Anti-‐inflamatórias	  Pró-‐inflamatórias	  
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Para	  Anunzziato	  et	  al.	  (2009)	  a	  participação	  das	  células	  Th17	  se	  inicia	  ainda	  na	  fase	  de	  

indução	  da	  AR,	  quando	  estas	  células	  são	  atraídas	  pela	  quimiocina	  CCL20	  (ligante	  de	  CCR6),	  

onde	   promovem	   a	   liberação	   de	   moléculas	   inflamatórias	   como	   óxido	   nítrico	   e	  

metaloproteinases	   (MMPs)	   	  por	   fibroblastos	  sinoviais,	  osteoblastos	  e	  condrócitos;	   também	  

por	  macrófagos	   sinoviais	   através	  da	   secreção	  de	   IL17A	  e	   IL17F.	   Segundo	  estes	   autores,	   as	  

células	   Th17	   também	   contribuem	   na	   fisiopatogenia	   da	   AR	   em	   razão	   de	   sua	   plasticidade	  

fenotípica,	  transformando-‐se	  em	  células	  Th1	  no	  local	  da	  infamação,	  ou	  ainda,	  atraindo	  estas	  

células	   para	   a	   sinóvia	   pela	   produção	   de	   quimicocinas	   ligantes	   de	   CXCR3	   como	   CXCL10,	  

CXCL11	  e	  CXCL12.	  

	  

	  

Figura	  19.	  Atividades	  Relevantes	  do	  TNF-‐α	  na	  Imunopatogênese	  da	  Artrite	  Reumatoide.	  	  
Fonte:	  Brennan	  &	  McInnes	  (2008).	  
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Figura	  20.	  Ativação	  e	  Diferenciação	  de	  Células	  Th17	  na	  Artrite	  Reumatoide.	  	  
Fonte:	  Imboden	  (2009).	  
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2.	  OBJETIVOS	  
	  
	  
2.1.	  Objetivos	  Gerais	  

	  

a) Analisar	  a	  associação	  dos	  polimorfismos	  dos	  genes	  TNF	  -‐308	  G/A	  e	  PTPN22	  1858	  C/T	  

com	  a	  Artrite	  Reumatoide	  no	  Amazonas,	  Brasil.	  

	  

2.2.	  Objetivos	  Específicos	  

	  

a) Determinar	   a	   distribuição	   dos	   genes	   de	   TNF	   -‐308	   G/A	   e	   PTPN22	   1858	   C/T	   em	  

pacientes	  com	  Artrite	  Reumatoide	  e	  Tuberculose.	  	  

b) Analisar	  a	  associação	  dos	  genes	  TNF	  -‐308	  G/A	  e	  PTPN22	  1858	  C/T	  com	  a	  Tuberculose.	  

c) Verificar	  o	  perfil	  clínico	  e	  demográfico	  da	  Artrite	  Reumatoide.	  

d) Analisar	  os	  fatores	  clínicos	  envolvidos	  com	  as	  formas	  sistêmicas	  da	  doença.	  

e) Analisar	  a	  associação	  dos	  polimorfismos	  dos	  genes	  TNF	  -‐308	  G/A	  e	  PTPN22	  1858	  C/T	  

com	  as	  formas	  sistêmicas	  da	  Artrite	  Reumatoide.	  
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3.	  METODOLOGIA	  
	  
	  
3.1	  Modelo	  de	  Estudo	  

	  
	   Foi	   conduzido	   estudo	   descritivo,	   transversal	   tipo	   caso-‐controle,	   selecionando-‐se	  

indivíduos	   não	   índios,	   portadores	   de	   AR,	   controles	   sem	   AR	   ou	   TB	   e	   portadores	   de	   TB	  

pulmonar.	  

3.2	  Informações	  Éticas	  
	  

O	   presente	   estudo	   foi	   aprovado	   no	   Comitê	   de	   Ética	   em	   Pesquisa	   da	   Universidade	  

Federal	   do	   Amazonas	   (CEP-‐UFAM)	   e	   homologado	   no	   Comitê	   de	   Ética	   em	   Pesquisa	   da	  

Fundação	   Hospital	   Adriano	   Jorge	   (CEP-‐FHAJ)	   de	   acordo	   com	   as	   leis	   brasileiras,	   CAAE	   -‐	  

0028.0.115.000-‐0.	  Pacientes	   e	   controles	   foram	  admitidos	   no	   estudo	   após	   ler,	   concordar	   e	  

assinar	   o	   Termo	   de	   Consentimento	   Livre	   e	   Esclarecido	   (Apêndice	   1)	   para	   participação	   no	  

estudo	  e	  coleta	  de	  amostras	  sanguíneas,	  considerando-‐se	  o	  protocolo	  de	  pesquisa	  contido	  

no	  Apêndice	  3.	  

	  
3.3	  Universo	  de	  Estudo	  
	  
	  
3.3.1	  População	  de	  Estudo	  
	  
	  
	   Pacientes	   de	   Artrite	   Reumatoide,	   naturais	   do	   Amazonas,	   encaminhados	   ao	  

Ambulatório	   de	   Artrite	   Reumatoide	   do	   Serviço	   de	   Reumatologia	   da	   FHAJ.	   Pacientes	   de	  

Tuberculose,	  naturais	  do	  Estado	  do	  Amazonas,	  atendidos	  na	  Policlínica	  de	  Tisiologia	  Cardoso	  

Fontes	  e	  Enfermaria	  de	  Pneumologia	  da	  FHAJ.	  	  

	  
3.3.2	  Participantes	  
	  
	   Este	  estudo	  incluiu	  pacientes	  de	  AR	  e	  TB	  no	  período	  de	  agosto	  de	  2007	  a	  outubro	  de	  
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2010	   desde	   que	   completados	   os	   critérios	   de	   inclusão	   deste	   protocolo	   de	   pesquisa.	   Os	  

pacientes	  de	  AR	  encaminhados	  de	  serviços	  de	  saúde	  da	  capital	  e	  do	   interior	  do	  Estado	  ao	  

Ambulatório	   de	   Artrite	   Reumatoide	   do	   Serviço	   de	   Reumatologia	   da	   FHAJ,	   regularmente	  

acompanhados	  neste	  serviço.	  

Todos	   os	   pacientes	   de	   TB	   da	   Enfermaria	   de	   Pneumologia	   que	   preencheram	   os	  

critérios	   de	   inclusão	   neste	   protocolo	   no	   período	   da	   pesquisa	   foram	   selecionados.	   Os	  

pacientes	   de	   TB	   também	   foram	   recrutados	   durante	   visitas	   semanais	   à	   Policlínica	   de	  

Tisiologia	  Cardoso	  Fontes.	  Os	  pacientes	  foram	  questionados	  sobre	  seu	  desejo	  de	  participar	  

do	   trabalho,	   após	   as	   consultas	   médicas	   nas	   quais	   foi	   estabelecido	   diagnóstico	   de	  

tuberculose.	  	  

Foram	   eleitos	   e	   selecionados	   como	   controles	   indivíduos	   de	   ambos	   os	   sexos,	   não	  

índios,	   entre	   18	   e	   75	   anos	   sem	   história	   e	   diagnóstico	   de	   quaisquer	   doenças	   alérgicas,	  

autoimunes	  e	  crônico-‐degenerativas.	  Para	  tanto,	  um	  histórico	  e	  exame	  clínico	  foi	  obtido	  em	  

consulta	  médica,	  sendo	  mantidos	  no	  estudo	  apenas	  os	  indivíduos	  com	  estes	  critérios.	  

	  
3.3.3	  Critérios	  de	  Elegibilidade	  
	  
	  
3.3.3.1	  Critérios	  de	  Inclusão	  
	  
	  

Foram	  incluídos:	  a)	  os	  pacientes	  de	  AR	  entre	  18	  e	  75	  anos,	  de	  ambos	  os	  sexos,	  não	  

índios,	   preenchendo	   os	   critérios	   de	   Classificação	   do	   Colégio	   Americano	   de	   Reumatologia	  

para	  diagnóstico	  da	  Artrite	  Reumatoide	  (ARNETT	  et	  al.,	  1988;	  FUNOVITS	  et	  al.,	  2010);	  	  b)	  os	  

pacientes	  de	  TB	  pulmonar	  de	  ambos	  os	  sexos,	  não	   índios,	  entre	  18	  e	  75	  anos,	  com	  exame	  

BAAR	  positivo	  no	  escarro.	  	  
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3.3.3.2	  Critérios	  de	  Exclusão	  
	  
	  

Foram	   excluídos	   do	   estudo:	   a)	   pacientes	   que,	   durante	   avaliação	   inicial	   tinham	  

critérios	  de	  AR,	  mas	  que	  após	  avaliação	  sequencial	   tinham	  sintomas	  e	  sinais	   sugestivos	  de	  

outras	  patologias	  autoimunes;	  b)	  cujos	  dados	  clínicos	  e	  laboratoriais	  eram	  insuficientes	  para	  

completar	  as	  informações	  deste	  protocolo;	  c)	  foram	  excluídos	  indivíduos	  com	  TB	  portadores	  

de	   imunodeficiências	   congênitas	   ou	   adquiridas,	   bem	   como	   portadores	   de	   quaisquer	  

condições	  autoimunes,	  inclusive	  a	  própria	  AR.	  

	  
3.3.3	  Amostragem	  
	  
	  
	   Foi	   criado	   na	   FHAJ	   um	   ambulatório	   de	   referência	   para	   atender	   pacientes	   de	   AR,	  

provenientes	   de	   unidades	   de	   saúde	   da	   capital	   e	   interior	   do	   Estado	   do	   Amazonas.	   A	  

população	  em	  estudo	  foi	  definida	  por	  método	  não	  probabilístico,	  selecionando-‐se	  indivíduos	  

em	   atendimentos	   consecutivos,	   onde	   todos	   os	   pacientes	   atendidos	   no	   Ambulatório	   no	  

período	   da	   pesquisa	   foram	   inseridos	   no	   estudo,	   desde	   que	   atendessem	   aos	   critérios	   de	  

elegibilidade.	  

	  
3.4	  Detalhamento	  dos	  Procedimentos	  
	  
	  
3.4.1	  Obtenção	  de	  Informações	  de	  Pacientes	  com	  Artrite	  Reumatoide	  
	  
	  

Para	  todo	  paciente	  de	  AR	  selecionado,	  dados	  clínicos	  e	  laboratoriais	  foram	  coletados	  

em	   formulário	   próprio	   separado	   (Apêndice	   2	   –	   Ficha	   de	   Investigação	   Clínica	   de	   Artrite	  

Reumatoide),	   anotando	   Duração	   da	   Doença	   (DD),	   idade	   de	   início	   (ID),	   Fator	   Reumatoide	  
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(FR),	  Velocidade	  de	  Hemossedimentação	  (VHS)	  e	  Proteína	  C	  Reativa	  (PC-‐R)	  no	  momento	  da	  

avaliação,	  Drogas	  modificadoras	  do	  curso	  da	  doença	  (DMARDS),	  hemograma,	  função	  renal	  e	  

hepática,	   glicemia,	   lipidograma,	   albumina,	   uso	   de	   drogas	  Anti-‐TNF,	   dose	   de	   corticoide	   em	  

uso	  com	  equivalência	  à	  prednisona,	  cirurgia	  articular	  prévia	  (relacionada	  à	  AR	  –	  artroplastia	  

ou	  artrodese),	  número	  de	  anos	  de	  educação,	  número	  de	  dias	  de	  afastamento	  do	   trabalho	  

(definido	   como	   incapacidade	   legal	   para	   trabalho	   julgado	   por	   entidade	   ou	   órgão	  

competente).	  Também	  foram	  anotados	  peso,	  altura	  e	  história	  de	  tabagismo.	  	  

Os	   pacientes	   de	   AR	   foram	   considerados	   com	   acometimento	   predominantemente	  

articular	  ou	   sistêmico.	  Este	  último,	  quando	  pelo	  menos	  um	  dos	  achados	  clínicos	   seguintes	  

foram	   detectados:	   nódulos	   subcutâneos,	   fibrose	   pulmonar	   confirmada	   por	   Tomografia	  

Computadorizada	  de	  Alta	  Resolução	  de	  tórax,	  derrame	  pleural	  confirmado	  por	  radiografia	  de	  

tórax,	  derrame	  pericárdico	  com	  evidência	  ecocardiográfica,	  Síndrome	  de	  Felty	  (hemograma	  

com	   leucócitos	   <	   2x106	   células,	   esplenomegalia),	   vasculite	   cutânea	   (evidencia	  

histopatológica	   de	   vasculite	   leucocitoclástica),	   neuropatia	   periférica	   não	   compressiva	  

comprovado	   por	   eletroneuromiografia,	   Síndrome	   de	   Sjögren	   (confirmada	   por	   Teste	   de	  

Shirmer,	  biópsia	  de	  glândula	  salivar	  menor	  ou	  RNM	  glândulas	  salivares).	  	  

Foi	  obtida	  a	   atividade	  da	  doença	  acordo	   com	  o	  Disease	  Activity	   Score	   de	  28	   juntas	  

doloridas/edemaciadas	   (DAS28),	   conforme	   Prevoo	   et	   al.	   (1995),	   além	   da	   medida	   de	  

qualidade	   de	   vida	   com	   o	   Health	   Assesment	   Quality	   (HAQ)	   conforme	   Fries	   et	   al.	   (1980),	  

validado	  para	  a	   língua	  portuguesa	  por	  Ferraz	  et	  al.	   (1990)	   (Anexo	  1).	   	  Foram	  considerados	  

casos	   graves	   aqueles	   pacientes	   que	   apresentaram	   pelo	   menos	   um	   dos	   seguintes:	  

manifestações	   sistêmicas	   (conforme	   definição	   anterior)	   e/ou	   uso	   de	   medicação	  

imunobiológica.	  	  

Todas	   as	   informações	   obtidas	   neste	   estudo	   foram	   identificadas	   com	   número	   de	  
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registro	   próprio	   para	   todos	   os	   pacientes	   e	   inseridas	   em	   banco	   de	   dados	   produzido	   no	  

software	  Microsoft	  Access	  2010®	  e	  posteriormente	  analisadas	  estatisticamente.,	  utilizando-‐

se	  o	  Software	  R	  e	  Minitab	  16.	  

3.4.2	  Obtenção	  de	  Informações	  de	  Pacientes	  de	  Tuberculose	  
	  
	  
	   Para	  todos	  os	  pacientes	  de	  tuberculose	   incluídos	  neste	  estudo,	  foram	  coletados	  em	  

formulário	   próprio,	   em	   separado	   (Anexo	   ),	   o	   número	   de	   prontuário,	   nome	   completo,	  

endereço,	   telefone,	   sexo,	   idade	   e	   data	   de	   nascimento,	   BAAR,	   esquema	   terapêutico	   para	  

tratamento	  de	  tuberculose.	  

	  
3.4.3	  Recrutamento	  de	  Indivíduos	  Controles	  
	  
	  

Os	   indivíduos	   controles	   foram	   recrutados	   nas	   regiões	   da	   cidade	   próximas	   as	  

residências	   dos	   pacientes	   de	   AR	   ou,	   ainda,	   acompanhantes	   de	   pacientes	   do	   ambulatório	  

desde	   que	   não	   aparentados	   com	   os	   pacientes	   de	   AR	   ou	   TB	   selecionados	   anteriormente.	  

Acompanhantes	   de	   pacientes	   com	   TB	   considerados	   “contatos	   de	   TB”,	   não	   foram	  

selecionados	  como	  controles.	  

	  
3.4.4	  Coleta	  de	  Sangue	  e	  Extração	  de	  DNA	  Genômico	  
	  
	  

Dos	   indivíduos	   selecionados,	   após	   concordarem	   e	   assinarem	   o	   Termo	   de	   Livre	  

Consentimento	  e	  Esclarecimento	   (TCLE)	  aprovado	  em	  Comitê	  de	  Ética	  em	  Pesquisa,	   foram	  

realizadas	   coletas	   de	   5mL	   de	   sangue	   venoso	   em	   sistema	   a	   vácuo.	   A	   extração	   de	   DNA	   foi	  

realizada	  pela	  técnica	  rápida	  com	  sais	  de	  brometo	  de	  trimetilamônio	  (DTAB/CTAB),	  descrito	  

por	  Gustincich	  et	  al.	  (1991),	  na	  qual	  a	  camada	  de	  leucócitos	  “Buffy	  Coat”,	  obtida	  a	  partir	  de	  

sangue	  centrifugado	  a	  250x	  g	  por	  10	  minutos	  foi	  misturada	  com	  igual	  volume	  de	  tampão	  de	  
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lise:	  DTAB	  12%	  (DTAB	  12%,	  NaCl	  2,25	  M,	  Tris	  150mM	  pH	  8,6,	  EDTA	  75mM)	  e	  incubada	  por	  10	  

minutos	  a	  68oC.	  Após	  esta	  etapa,	  adicionou-‐se	  800μL	  de	  clorofórmio,	  seguindo-‐se	  vigorosa	  

agitação	   e	   centrifugação	   à	   10.000x	   g	   por	   5	   minutos;	   o	   sobrenadante	   foi	   recuperado	   e	  

adicionado	  a	  1mL	  de	  CTAB	  0,5%	   (CTAB	  0,5%,	  NaCl	  0,4	  M).	  Em	  seguida	   foi	  homogeneizado	  

para	  se	  obter	  um	  precitado	  DNA/CTAB.	  Após	  nova	  centrifugação	  a	  10.000x	  g	  por	  5	  minutos,	  

o	  precitado	  foi	  resuspendido	  em	  300μL	  de	  NaCl	  1,2M	  e	  depois	  em	  750μL	  de	  etanol	  absoluto,	  

seguindo-‐se	  centrifugação	  por	  5	  minutos	  a	  16.000	  x	  g.	  As	  demais	  lavagens	  e	  centrifugações	  

foram	   realizadas	   com	   etanol	   70%.	   O	   sobrenadante	   foi	   desprezado	   e	   o	   precipitado	  

posteriormente	   dissolvido	   em	   100μL	   de	   água	   ultrapura.	   O	   DNA	   extraído	   foi	   estocado	   em	  

microtubo	   de	   500μL	   (solução	   estoque),	   quantificado	   em	   espectrofotômetro	   em	   230nm,	  

260nm,	  280nm	  e	  anotada	  razão	  260/280.	  Após	  a	  quantificação,	  as	  amostras	  foram	  diluídas	  

para	  uma	  concentração	  de	  50ng	  DNA/μL	  em	  água	  ultrapura	  (solução	  de	  uso)	  e	  utilizadas	  nas	  

reações	  de	  PCR,	  mantendo-‐se	  a	  solução	  estoque	  armazenada	  em	  freezer	  a	  -‐20oC.	  

	  
3.4.4	  Genotipagem	  para	  o	  Polimorfismo	  TNF	  -‐308	  G/A	  	  por	  PCR-‐RFLP	  
	  
	  

A	  genotipagem	  das	   amostras	   foi	   realizada	   segundo	  método	  descrito	   anteriormente	  

por	   outros	   autores	   (WILSON	   et	   al.,	   1992;	   JONG	   et	   al.,	   2002),	   acesso	   no	   NCBI	   dbSNP	   ID	  

rs1800629.	   Resumidamente,	   foi	   procedida	   a	   amplificação	   da	   região	   de	   interesse	   por	   PCR	  

(fragmento	  de	  147pb),	  utilizando-‐se	  os	  primers	  5’-‐TACCGGGAGTTTTGGATA	  ACGGAG-‐3’	  e	  5'-‐

GGGACACACAAGCATCAAG-‐3'.	   Para	   uma	   reação	   com	   volume	   final	   de	   25μL,	   utilizou-‐se	  

TaqDNA	   Polimerase	   Platinum®	   (Invitrogen)	   1UI,	   buffer	   sugerido	   pelo	   fabricante	   (1x)	   2,5μL	  

(Tris-‐HCL	  200mM	  pH8.4,	  KCl	  500mM),	  200ng	  de	  DNA,	  dNTP	  200μM,	  MgCl2	  1,5mM	  e	  0,1μM	  

de	   cada	   primer	   com	   o	   protocolo	   de	   amplificação	   em	   Termociclador	   (Applied	   Biosystems)	  

abaixo	   (Quadro	  3).	  O	  produto	  de	  amplificação	   foi	  digerido	  com	  Enzima	  NcoI	   (New	  England	  
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Biolabs)	  1U/50ug	  de	  DNA,	  NEBuffer	  1X	   (50mM	  Tris-‐HCl,	  100mM	  NaCl,	  10mM	  MgCl2,	  1mM	  

Dithiothreirol,	   pH	   7,9	   a	   29oC)	   e	   incubado	   à	   37oC	   por	   8	   horas.	   O	   produto	   de	   digestão	   foi	  

analisado	   em	  eletroforese	   gel	   de	   agarose	   2%	   com	   corante	   SyberGreen®	   (Invitrogen).	   Cada	  

genótipo	  foi	  identificado	  conforme	  a	  visualização	  dos	  fragmentos	  descritos	  abaixo	  	  (Quadro	  

2	  e	  3).	  

	  
Quadro	  2.	  Protocolo	  de	  Amplificação	  TNF	  -‐308	  G/A	  

TNF	  -‐308	  /	  Temperatura	  (oC)	   Tempo	   Ciclos	  

95	   10:00”	   1	  

95	   00:30”	   	  
35	  60	   00:30”	  

72	   00:30”	  

72	   10:00”	   1	  

4	   ∞	   -‐	  

	  

Quadro	  3.	  Análise	  de	  Fragmentos	  de	  Restrição	  TNF	  -‐308	  G/A	  

Polimorfismo	  TNF	  -‐308	   Fragmentos	  de	  Restrição	  em	  Gel	  de	  Agarose	  2%	  

GG	   126pb	  	  +	  	  21pb	  

GA	   147pb	  	  +	  	  126pb	  	  +	  	  21pb	  

AA	   147pb	  

	  

	  
3.4.5	  Genotipagem	  para	  o	  Polimorfismo	  PTPN22	  1858	  C/T	  por	  PCR-‐RFLP	  
	  
	  

A	   genotipagem	   foi	   realizada	   conforme	   originalmente	   descrito	   por	   Bottini	   et	   al.	  

(2004),	  acesso	  no	  NCBI	  dbSNP	  ID	  rs2476601.	  Resumidamente,	  foi	  procedida	  a	  amplificação	  

da	  região	  de	  interesse	  (218pb)	  utilizando-‐se	  os	  primers	  5’-‐TCACCAGCTTCCTCA	  ACCACA-‐3’	  e	  

5’-‐	   GATAATGTTGCTTCAACGGAATTTA	   -‐3’.	   Para	   uma	   reação	   com	   volume	   final	   de	   25μL,	  

utilizou-‐se	  TaqDNA	  Polimerase	   Platinum®	   (Invitrogen)	   1UI,	   buffer	   sugerido	   pelo	   fabricante	  

(1x)	  2,5μL	  (Tris-‐HCL	  200mM	  pH8.4,	  KCl	  500mM),	  100ng	  de	  DNA,	  dNTP	  200μM,	  MgCl2	  2,5mM	  
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e	   0,4μM	   de	   cada	   primer,	   com	   protocolo	   de	   amplificação	   em	   Termociclador	   (Applied	  

Biosystems)	  abaixo	  (Quadro	  4)	  .	  Cada	  10μL	  do	  produto	  de	  amplificação	  foi	  digerido	  com	  1μL	  

de	   XcmI,	   2μL	   de	   NE	   Buffer	   1x	   (50mM	   Tris-‐HCl,	   100mM	   NaCl,	   10mM	   MgCl2,	   1mM	  

Dithiothreirol,	  pH	  7,9	  a	  29oC)	  e	  7μL	  de	  H2O	  MilliQ,	  com	  um	  volume	  final	  de	  reação	  com	  20μL,	  

à	  37oC	  por	  8	  horas.	  O	  produto	  de	  digestão	  foi	  analisado	  em	  gel	  de	  agarose	  à	  2%	  com	  corante	  

SyberGreen®	   (Invitrogen).	   Cada	   genótipo	   foi	   caracterizado	   com	   forme	   visualização	   dos	  

fragmentos	  descritos	  abaixo	  (Quadro	  4	  e	  5).	  

	  
Quadro	  4.	  Protocolo	  de	  Amplificação	  PTPN22	  1858	  C/T.	  

PTPN22	  /	  Temperatura	  (oC)	   Tempo	   Ciclos	  

95	   3:00”	   1	  

95	   00:30”	   	  

60	   00:30”	   30	  

72	   00:30”	   	  

72	   10:00”	   1	  

4	   ∞	   -‐	  

	  
Quadro	  5.	  Análise	  de	  Fragmentos	  de	  Restrição	  PTPN22	  1858	  C/T.	  

Polimorfismo	  PTPN22	   Fragmentos	  de	  Restrição	  em	  Gel	  de	  Agarose	  2%	  

CC	   222pb	  

CT	   222pb	  +	  176pb	  	  

TT	   176pb	  +	  46pb	  

	  

3.5	  Análises	  Estatísticas	  
	  
	  

Em	  razão	  da	  amostragem	  deste	  estudo	  ter	  sido	  obtida	  por	  método	  não	  probabilístico,	  

a	  Análise	  do	  Poder	  Estatístico	  alcançado	  na	  pesquisa	  foi	  realizada	  a	  partir	  da	  amostra	  obtida	  

durante	  o	  período	  de	  estudo	  (Apêndice	  ).	  A	  estatística	  descritiva	  foi	  aplicada	  para	  analisar	  as	  

principais	   características	   clínicas	   de	   demográficas	   da	   amostra	   estudada.	   A	   partir	   dos	  

resultados	   da	   genotipagem,	   o	   teste	   χ2	   foi	   aplicado	   para	   investigar	   a	   associação	   entre	  
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genótipos	   e	   as	   doenças	   em	   estudado,	   com	   nível	   de	   significância	   p<0,05.	   A	   razão	   de	  

probabilidades	   (odds	   ratio)	   e	   intervalo	   de	   confiança	   foram	   calculados	   quando	   uma	  

associação	   significativa	   foi	   observada.	   O	   teste	   t-‐Student	   foi	   utilizado	   para	   comparação	   de	  

médias	  quando	  uma	  distribuição	  normal	   foi	  observada	  com	  teste	  de	  Kolmogorov-‐Smirnov.	  

Quando	  a	  distribuição	  normal	  não	  foi	  observada,	  o	  teste	  não	  paramétrico	  de	  Kruskal-‐Wallis	  

foi	  utilizado	  na	  comparação	  de	  médias.	  

Foi	   aplicada	   regressão	   logística	   binária	   múltipla	   para	   analisar	   associação	   entre	   o	  

polimorfismo	   TNF	   -‐308	   G/A	   e	   PTPN22	   1858	   C/T	   e	   as	   manifestações	   sistêmicas	   da	   Artrite	  

Reumatoide.	   Durante	   o	   procedimento	   estatístico	   de	   regressão	   logística	   foi	   utilizada	  

metodologia	   “forward	   stepwise”	  para	   selecionar	  quais	   variáveis	   (preditores)	   influenciavam	  

um	  indivíduo	  com	  AR	  apresentar	  doença	  sistêmica	  (variável	  dependente).	  Cada	  variável	  foi	  

incluída	  no	  modelo	  de	  regressão	  quando	  seu	  escore	  estatístico	  foi	  menor	  que	  p=0,05.	  	  Neste	  

caso,	   utilizou-‐se	   como	   variável	   resposta	   a	   presença	   de	   manifestações	   sistêmicas,	   como	  

variáveis	   categóricas	   independentes	   a	   presença	   de	   Fator	   Reumatoide	   positivo	   (variável	  

dicotômica),	  a	   idade	  (variável	  contínua),	  tempo	  de	  doença	  (variável	  contínua)	  e	  a	  presença	  

do	  alelo	  mutante	  para	  cada	  gene	  estudado	  (variável	  dicotômica).	  	  

Cada	   modelo	   de	   regressão	   foi	   analisada	   a	   calibração	   e	   sua	   capacidade	   de	  

discriminação	   (ALTMAN;	   BLAND,	   1994;	   HOSMER;	   LEMESHOW,	   2000).	   Para	   verificar	   a	  

calibração	   foi	   aplicada	  a	  estatística	  de	  Hosmer-‐Lemeshow,	  onde	  os	  menores	   valores	  de	  χ2	  

calculado	  indicam	  boa	  calibração.	  Para	  verificar	  a	  calibração,	  entendida	  como	  a	  capacidade	  

do	   modelo	   em	   classificar	   corretamente	   os	   sujeitos	   nos	   dois	   grupos	   (com	   e	   sem	   doença	  

sistêmica),	  foi	  obtida	  Curva	  ROC	  e	  calculada	  Área	  sob	  a	  Curva	  (AUC).	  Valores	  de	  AUC	  maiores	  

que	  0,7	  indicam	  melhor	  poder	  de	  discriminação.	  
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3.5.1	  Frequências	  Alélicas	  e	  Genotípicas	  
	  
	  

As	  frequências	  alélicas	  e	  genotípicas	  foram	  obtidas	  pela	  contagem	  direta	  dos	  alelos,	  

aplicando-‐se	   na	   fórmula:	   X=n/2N,	   onde	   X	   representa	   a	   frequência	   relativa	   do	   alelo,	   n	   a	  

frequência	   absoluta	   do	   alelo	   e	  N	  o	   número	   total	   de	   indivíduos.	   A	   análise	   do	   Equilíbrio	   de	  

Hardy-‐Weinberg	  (HWE)	  revelou	  que	  os	  alelos	  estão	  em	  equilíbrio	  genético	  para	  os	  genes	  TNF	  

e	  PTPN22.	  	  
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4.	  RESULTADOS	  E	  DISCUSSÃO	  
	  
	  
4.1.	   Aspectos	   Clínicos,	   Demográficos	   e	   Epidemiológicos	   de	   Pacientes	   com	   Artrite	  

Reumatoide.	  
	  

Foram	  incluídos	  no	  estudo	  132	  paciente	  de	  AR,	  encaminhados	  de	  unidades	  de	  saúde	  

da	   capital	   e	   interior	   do	   Estado	   do	   Amazonas,	   onde	   44,7%	   são	   naturais	   procedentes	   de	  

Manaus	  e	  53%	  do	   interior,	  conforme	  Tabela	  de	  Dados	   Individuais	   (Apêndice	  9).	  A	  amostra	  

obtida	   representa	   comparativamente	   12,7%	   da	   amostra	   de	   1093	   pacientes	   latino-‐

americanos	  analisados	  pelo	  GLADAR	  (GLADAR,	  2009),	  o	  que	  evidencia	  a	  representatividade	  

do	  presente	  estudo.	  Entre	  os	  pacientes	  avaliados,	  119	  (90,20%)	  são	  do	  sexo	  feminino	  e	  13	  

(9,80%)	   do	   sexo	   masculino	   (cerca	   11	   mulheres	   para	   1	   homem),	   o	   Fator	   Reumatoide	   foi	  

positivo	  em	  98	  (74,24%),	  com	  média	  de	   idade	  no	  diagnóstico	  de	  42,44	  anos,	  tempo	  médio	  

de	  doença	  na	  amostra	  4,85	  anos,	  e	  a	  média	  de	  anos	  de	  estudo	  9,47	  anos.	  	  

Entre	  aqueles	  com	  AR	  precoce	  (menos	  de	  2	  anos	  de	  doença),	  o	  DAS28	  médio	  foi	  4,51	  e	  

o	   HAQ	   1,48	   (Tabela	   1).	   As	   manifestações	   sistêmicas	   foram	   observadas	   em	   25,70%	   dos	  

pacientes	   (Tabela	   2),	   sendo	   a	   mais	   frequente	   a	   Síndrome	   de	   Sjogren	   em	   25	   pacientes	  

(15,9%),	  seguidos	  de	  Nódulos	  Reumatoides	  em	  9	  pacientes	  (6,4%).	  Na	  amostra	  estudada,	  38	  

(30,30%)	  usavam	  medicação	  imunobiológica	  e	  69,70%	  usam	  DMARDS	  (Tabela	  1).	  	  

	   A	  análise	  dos	  resultados	  apresentados	  na	  Tabela	  1	  revela	  características	  semelhantes	  

a	  outros	  estudos	  realizados	  no	  Brasil	  (MOREIRA	  ALMEIDA	  et	  al.,	  2005;	  LOUZADA-‐JUNIOR	  et	  

al.,	  2007;	  MOTA	  et	  al.,	  2010).	  Deve-‐se	  considerar	  que	  o	  Brasil,	  bem	  como	  a	  América	  Latina,	  

apresenta	   características	   demográficas	   complexas,	   decorrentes	   de	   origem	   multiétnica	   e	  

padrões	  de	   imigração.	  Da	   interação	  destes	   fatores	   resultou	  uma	  população	  miscigenada	  e	  

distinta,	   inclusive	  em	  diferentes	  regiões	  do	  Brasil,	   com	  ampla	  variabilidade	  de	  constituição	  
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genética	   (CALLEGARI-‐JACQUES	  et	   al.,	   2003).	  Desta	   forma,	   torna-‐se	   importante	  destacar	   os	  

aspectos	  clínicos	  próprios,	  demográficos	  e	  epidemiológicos	  da	  AR	  em	  cada	  região	  do	  país.	  

De	  forma	  geral,	  autores	  observaram	  que	  em	  países	  de	  população	  caucasiana,	  a	  AR	  é	  

mais	  comum	  em	  mulheres	  em	  relação	  aos	  homens	  na	  proporção	  de	  3:1	  (HOCHBERG,	  2009),	  

com	   início	   na	   quinta	   década	   de	   vida.	   Porém,	   conforme	  destaca	   Carvalho	   et	   al.	   (2008)	   em	  

latino-‐americanos	  parece	  haver	  uma	  variação	  maior	  na	  proporção	  de	  mulheres	  em	  relação	  

aos	  homens.	  	  

Tabela	   1	   –	   Características	   Clínicas	   e	   Epidemiológicas	   de	   132	   Pacientes	   de	   Artrite	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  Reumatoide	  no	  Ambulatório	  de	  Artrite	  Reumatoide	  –	  FHAJ,	  Amazonas.	  

	  
Características	  Clínicas	   132	  pacientes	  
Sexo	  
	  	  	  	  	  	  Feminino	  
	  	  	  	  	  	  Masculino	  

	  
119	  (90,2%)	  
13	  (9,8%)	  

Fator	  Reumatoide	   98	  (74,24%)	  
Idade	  no	  Diagnóstico	  (anos)	  
	  	  	  	  	  	  	  Média	  
	  	  	  	  	  	  	  Mediana	  

	  
42,44	  ±	  13,21	  

40,50	  
Tempo	  de	  Doença	  (anos)	  
	  	  	  	  	  	  	  Média	  
	  	  	  	  	  	  	  Mediana	  

	  
4,85	  ±	  5,45	  

2,75	  
Artrite	  Reumatoide	  Precoce	  
	  	  	  	  	  	  	  Juntas	  Doloridas	  
	  	  	  	  	  	  	  Juntas	  Edemaciadas	  	  
	  	  	  	  	  	  	  DAS28	  
	  	  	  	  	  	  	  HAQ	  
	  	  	  	  	  	  	  PC-‐R	  
	  	  	  	  	  	  	  VHS	  

43	  (32,6%)	  
9,45	  ±	  4,41	  
5,92	  ±	  2,28	  
4,51	  ±	  1,59	  
1,48	  ±	  1,02	  
9,51	  ±	  11,99	  
29,8	  ±	  19,04	  

Padrão	  Articular	  
	  	  	  	  	  	  	  Monoartrite	  
	  	  	  	  	  	  	  Oligoartrite	  
	  	  	  	  	  	  	  Poliartrite	  

	  
13	  (30,2%)	  
7	  	  	  (16,2%)	  
23	  (53,4%)	  

DAS28	  	   4,81	  ±	  1,43	  
HAQ	  	   1,68	  ±0,901	  
Manifestações	  Sistêmicas	   34	  (25,76%)	  
DMARDS	  
Imunobiológicos	  

69,70%	  
30,30%	  

Número	  de	  Anos	  de	  Estudo	  (anos)	  
	  	  	  	  	  	  	  	  Média	  
	  	  	  	  	  	  	  	  Mediana	  

	  
9,47	  ±	  4,63	  

9,00	  
	   	  
Curso	  Superior	   5,3%	  
Tabagismo	  
Fumante	  habitual	  	  

44	  (33,3%)	  
4	  	  (3,03%)	  
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Na	  América	  Latina	  um	  estudo	  multicêntrico	  está	  sendo	  desenvolvido	  desde	  2004	  pelo	  

GLADAR	   (Grupo	   Latino-‐Americano	   de	   Artrite	   Reumatoide),	   envolvendo	   14	   países	   e	  

totalizando	  1093	  pacientes	  com	  AR	  precoce,	  cujos	  sintomas	  têm	  menos	  de	  um	  ano	  de	  início.	  

Dos	  pacientes	  incluídos,	  85%	  são	  mulheres	  (GLADAR,	  2009).	  	  

Este	   estudo	   observou	   os	   principais	   grupos	   étnicos	   identificados:	   a)	   mestiços	  

(ancestrais	   europeus	   e	   indígenas	   –	   43%);	   b)	   caucasianos	   (31%);	   c)	   afro-‐latino-‐americanos	  

(19%)	  e	  d)	  ameríndios	  (4%).	  A	  maioria	  dos	  indivíduos	  é	  de	  classe	  econômica	  baixa	  ou	  média	  

baixa	  com	  menos	  de	  12	  anos	  de	  estudo	  (77%).	  A	  média	  de	   idade	  de	   início	  da	  doença	  45,3	  

anos	   para	   as	   mulheres	   e	   49,9	   anos	   para	   os	   homens	   (CARVALHO	   et	   al.,	   2008).	   Estudos	  

mostram	  que	  no	  Brasil	  a	  AR	  acomete	  cerca	  de	  seis	  a	  oito	  mulheres	  para	  um	  homem,	  com	  

idade	  média	  de	  45	  anos,	  afetando	  pessoas	  com	  menos	  de	  nove	  anos	  de	  estudos	  (LOUZADA-‐

JUNIOR	  et	  al.,	  2007;	  MOTA	  et	  al.,	  2010).	  	  

Devem	   ainda	   ser	   destacados	   em	   relação	   aos	   estudos	   brasileiros	   que,	   entre	   os	   132	  

pacientes	   de	   AR	   estudados,	   a	  média	   de	   idade	   para	   início	   da	   doença	   foi	   mais	   baixa	   (42,4	  

anos),	  além	  do	  número	  médio	  de	  anos	  de	  estudo	  semelhante,	  entre	  8	  a	  9	  anos	  (LOUZADA-‐

JUNIOR	  et	  al.,	  2007;	  MOTA	  et	  al.,	  2010).	  	  

	   No	  grupo	  de	  pacientes	  com	  AR	  precoce	  (menos	  de	  2	  anos	  de	  evolução	  de	  doença),	  

houve	   o	   predomínio	   	   da	   forma	   poliarticular	   (53,40%),	   aparentando	   menor	   atividade	  

inflamatória	  da	  doença	  em	  relação	  às	  características	  apresentadas	  no	  estudo	  de	  Mota	  et	  al.	  

(2010),	   em	   função	   do	   menor	   número	   médio	   de	   articulações	   dolorosas	   de	   9,45	   e	  

edemaciadas	  em	  5,92.	  O	  estudo	  GLADAR,	  que	  observou	  1059	  pacientes	  com	  AR,	  relatou	  que	  

95%	  dos	  pacientes	  tinham	  um	  padrão	  poliarticular	  inicial	  (CARVALHO	  et	  al.,	  2008).	  	  

	   De	  acordo	  com	  Turesson	  e	  Matteson	  (2009),	  as	  formas	  mais	  graves	  de	  manifestações	  

sistêmicas	   da	   AR	   desenvolvem-‐se	   em	   cerca	   de	   15%	   de	   pacientes	   caucasianos	   com	   longo	  
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tempo	   de	   acompanhamento,	   numa	   taxa	   de	   1	   caso/100	   pessoas/ano.	   Ainda	   segundo	  

Turesson	   e	  Matteson	   (2009),	   a	   forma	  mais	   frequente	   de	  manifestação	   extra-‐articular	   é	   o	  

nódulo	  reumatoide	  que	  acomete	  7%	  dos	  pacientes	  de	  AR	  no	  início	  da	  doença,	  além	  de	  30%	  

de	  todos	  os	  pacientes	  em	  qualquer	  ponto	  da	  evolução	  da	  doença;	  em	  seguida	  aos	  nódulos	  

reumatoides,	  as	   formas	  pulmonares	  acometem	  6%	  dos	  pacientes	  com	  mais	  de	  10	  anos	  de	  

evolução	  da	  doença.	  Deve-‐se	  ressaltar	  que	  os	  pacientes	  com	  manifestações	  extra-‐articulares	  

tem	  maior	  mortalidade	  cardiovascular	  (SOLOMON	  et	  al.,	  2010).	  

	   Estudos	   brasileiros	   revelam	   diferenças	   na	   frequência	   de	   manifestações	   extra-‐

articulares.	  Para	  Louzada-‐Junior	  et	  al.	  (2007),	  no	  Estado	  de	  São	  Paulo,	  as	  manifestações	  mais	  

frequentes	   são	   os	   nódulos	   reumatoides	   (29%),	   a	   Síndrome	   de	   Sjögren	   (28%)	   e	   o	  

envolvimento	   pulmonar	   (15%).	   Ainda	   segundo	   os	   mesmos	   autores,	   essas	   manifestações	  

acometem	   23,3%	   do	   total	   de	   pacientes	   com	   AR.	   Para	   Mota	   et	   al.	   (2010)	   os	   nódulos	  

reumatoide	  acometem	  15,38%	  dos	  pacientes,	  enquanto	  a	  Síndrome	  de	  Sjögren	  13,8%	  e	  as	  

manifestações	  pulmonares	  3%.	  	  

A	   Tabela	   2	   mostra	   que	   34	   dos	   132	   pacientes	   analisados	   (25,7%)	   apresentam	  

manifestações	   sistêmicas	   da	   AR,	   sendo	   a	   Síndrome	   de	   Sjögren	   a	   forma	   mais	   frequente,	  

seguida	   pelos	   Nódulos	   Reumatoides.	   Esses	   resultados	   diferem	   de	   dados	   provenientes	   de	  

populações	   caucasoides,	   onde	   apenas	   15%	   dos	   pacientes	   apresentam	   alguma	   forma	  

sistêmica	  (TURESSON;	  MATTESON,	  2009).	  	  

Além	   disso,	   há	   baixa	   frequência	   de	   nódulos	   reumatoides	   comparando-‐se	   aos	  

caucasoides	   e	   aos	   estudos	   brasileiros	   citados,	   chama	   atenção	   a	   maior	   frequência	   de	  

Síndrome	   de	   Sjögren	   entre	   os	   Amazonenses.	   Em	   relação	   ao	   total	   de	   pacientes	   com	  

manifestações	   sistêmicas,	   a	   Síndrome	   de	   Sjögren	   representou	   15,9%	   dos	   casos,	   enquanto	  

que	  os	  nódulos	  reumatoides	  representam	  6,4%	  deste	  total	  (Tabela	  2).	  Cabe	  ressaltar	  que	  na	  
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coorte	   latino-‐americana	   analisada	   pelo	  GLADAR	   a	   prevalência	   de	   Síndrome	   de	   Sjogren	   foi	  

semelhante	  muito	  semelhante	  (13,6%)	  (GLADAR,	  2009).	  

Tabela	   2	   –	   Manifestações	   Sistêmicas	   Observadas	   em	   132	   pacientes	   com	   Artrite	  
Reumatoide	  	  no	  Amazonas.	  

 
Manifestação	  Sistêmica	   34/132	  (25,7%)	  
Síndrome	  de	  Sjögren	   21	  (15,9%)	  
Nódulos	  Reumatoides	   9	  	  	  (6,4%)	  
Neuropatia	  Periférica	   2	  	  	  (1,5%)	  
Fibrose	  Pulmonar	   2	  	  	  (1,5%)	  
	  

Apenas	  66	   (50%)	  dos	  pacientes	  estudados	   têm	  cobertura	  no	  sistema	  previdenciário	  

oficial	  (INSS),	  sendo	  que	  32	  (24,2%)	  declararam-‐se	  do	  lar	  (Tabela	  3).	  Isto	  destaca	  que	  grande	  

parte	  dos	  pacientes	  está	   fora	  do	  mercado	  de	   trabalho	  ou	  com	  trabalho	   informal.	  Entre	  os	  

pacientes	  que	  tem	  cobertura	  previdenciária,	  85,6%	  já	  permaneceram	  afastados	  do	  trabalho	  

pelo	  INSS,	  com	  média	  de	  436	  ±	  572,1	  dias	  de	  afastamento	  (mediana	  de	  180	  dias).	  	  

É	  importante	  destacar	  que	  este	  estudo	  analisou	  a	  incapacidade	  para	  o	  trabalho	  pelo	  

número	  de	  pacientes	  aposentados	  por	  invalidez	  ou	  afastados	  do	  trabalho,	  pelo	  vínculo	  com	  

o	   sistema	   previdenciário	   oficial:	   o	   INSS.	   De	   qualquer	   forma,	   segundo	   estas	   informações,	  

pacientes	  de	  AR	  permanecem	  cerca	  1,2	  anos	  em	  afastamento	  do	   trabalho	   frente	  ao	   INSS.	  

Isto	  pode	  refletir,	  por	  um	  lado,	  o	  tempo	  de	  espera	  para	  a	  primeira	  consulta	  reumatológica;	  

de	  outro	  lado,	  o	  tempo	  gasto	  para	  um	  paciente	  atingir	  remissão	  da	  doença,	  resultando	  em	  

maior	  tempo	  de	  afastamento	  do	  trabalho.	  

Tabela	  3	  –	  Informações	  Previdenciárias	  entre	  132	  pacientes	  de	  Artrite	  Reumatoide.	  
	  
Previdência	  (INSS)	   66	  (50%)	  
	  	  	  	  	  	  	  Nunca	  usaram	  benefício	   14,4%	  
	  	  	  	  	  	  	  Usaram	  algum	  benefício	   85,6%	  
Aposentados	   22	  (15,9%)	  
	  	  	  	  Invalidez	   10	  (8,33%)	  
	  	  	  	  Tempo	  de	  Serviço	   11	  (7,58%)	  
Dias	  Afastamento	  do	  Trabalho	  
	  	  	  	  	  	  	  	  Média	  
	  	  	  	  	  	  	  	  Mediana	  

	  
436,3	  ±	  372,1	  

180	  
	  	   Não	   foram	   aplicados	   questionários	   específicos	   para	   avaliar	   incapacidade	   e	  
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produtividade	  no	  trabalho,	  o	  absenteísmo	  e	  o	  presenteísmo,	  tais	  como	  o	  Work	  Productivty	  

and	  Activity	  Impairment	  Questionnaire	  for	  RA	  (WPAI:RA)	  (CICONELLI	  et	  al.,	  2006).	  Portanto,	  é	  

possível	  que	  um	  número	  maior	  de	  pacientes	  não	  estejam	  aptos	  para	  o	  trabalho,	  ao	  mesmo	  

tempo	  sem	  cobertura	  previdenciária,	  aposentados,	  ou	  ainda,	  que	  não	  se	  sintam	  aptos	  para	  

atividades	  da	  vida	  diária	  ou	  laborativas.	  

Ainda	  assim,	  tomados	  em	  conjunto,	  estes	  dados	  revelam	  o	  grande	  impacto	  social	  da	  

AR	   no	   Amazonas,	   caracterizando	   uma	   população	   de	   baixo	   nível	   de	   escolaridade,	   em	   sua	  

maioria	  sem	  vínculo	   formal	  de	  trabalho	  ou	  cobertura	  previdenciária.	  Além	  disso,	   tem	  HAQ	  

médio	   de	   1,68	   ±	   0,901,	   revelando	   perda	   de	   pelo	   menos	   metade	   da	   qualidade	   de	   vida	  

avaliada	  por	  este	  instrumento	  (escore	  máximo	  3).	  	  

Não	   foram	   encontrados	   estudos	   com	   pacientes	   brasileiros	   que	   tenham	   avaliado	   o	  

HAQ,	   porém	   os	   pacientes	   latino-‐americanos	   avaliador	   pelo	   GLADAR	   tinham	   HAQ	   1,5	   na	  

consulta	   de	   base	   (GLADAR,	   2009).	   Uma	   coorte	   Suíça	  mostrou	  HAQ	   de	   1,1	   (KOBELT	   et	   al.,	  

2005),	  enquanto	  estudo	  mais	  recente	  na	  França	  mostrou	  HAQ	  de	  1,4	  (KOBELT	  et	  al.,	  2008).	  

Tem	  sido	  observado	  que	  o	  HAQ	  alto	  tem	  maior	  associação	  com	  a	  morbimortalidade	  na	  AR	  

(LOUZADA-‐JUNIOR	  et	  al.,	  2007).	  

	  
4.2.	  Genotipagem	  por	  PCR-‐RFLP	  
	  
	  
	   Após	   amplificação	   do	   segmento	   de	   interesse	   de	   ambos	   os	   genes,	   os	   produtos	   de	  

amplificação	   foram	   digeridos	   com	   enzima	   de	   restrição,	   conforme	   itens	   3.4.5	   e	   3.4.6	   da	  

Metodologia.	  Após	  a	  etapa	  de	  digestão	  enzimática,	  as	  amostras	  foram	  analisadas	  em	  gel	  de	  

eletroforese	   a	   2%,	   evidenciando	   a	   reprodutibilidade	   do	   método	   de	   genotipagem	   para	   os	  

polimorfismos	  TNF	  -‐308	  G/A	  e	  PTPN22	  1858	  C/T	  descritos	  anteriormente	  (Figuras	  21	  e	  22).	  
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Figura	  21	  –	  Gel	  Agarose	  2%	  -‐	  Eletroforese	  de	  Produtos	  de	  Restrição	  –	  RFLP	  para	  genotipagem	  do	  
polimorfismo	   TNF	   -‐308.	   (L)	   Ladder	   de	   123pb.	   (B)	   Branco.	   À	   direita	   os	   números	   indicam	   os	   controles	   da	  
reação	  e	   seus	   genótipos:	   1	   (AA)	   –	   Fragmento	  de	  147pb;	  Genótipo	  2	   (GA)	   -‐	   	   Fragmentos	  de	  147	  e	   126pb;	   	   e	  
Genótipo	  3	  (GG)	  –	  Fragmentos	  de	  126pb	  +21pb.	  As	  demais	  bandas	  correspondem	  à	  genotipagem	  de	  pacientes,	  
com	  genótipo	  GG.	  

	  
	  

	  
	  
Figura	  22	  –	  Gel	  de	  Agarose	  à	  2%	  -‐	  Eletroforese	  de	  Produtos	  de	  Restrição	  –	  RFLP	  para	  genotipagem	  
do	  Polimorfismo	  PTPN22	  1858	  C/T.	  (L)	  Ladder	  50pb.	  (B)	  Branco.	  À	  direita	  os	  números	  indicam	  os	  controles	  
da	  reação	  e	  seus	  genótipos:	  1	  (CC)	  –	  Fragmento	  de	  147pb;	  Genótipo	  2	  (CT)	  -‐	   	  Fragmentos	  de	  147	  e	  126pb;	  	  e	  
Genótipo	   3	   (TT)	   –	   Fragmentos	   de	   126pb	   +21pb.	   As	   bandas	   A,	   B,	   C,	   D	   e	   E	   correspondem	   ao	   genótipo	   CT	   de	  
pacientes;	  todas	  demais	  bandas	  correspondem	  ao	  genótipo	  CC	  de	  pacientes.	  

	  
	  

Durante	   os	   procedimentos	   de	   genotipagem	   para	   os	   alelos	   TNF	   -‐308	   G/A	   oito	  

amostras	  de	  pacientes	  com	  TB	  e	  de	  13	  controles	  não	  puderam	  ser	  genotipados	  por	  motivos	  

técnicos.	   Além	   disso,	   três	   amostras	   de	   pacientes	   controles	   não	   foram	   genotipados	   pelas	  

mesmas	  razões.	  

	  4.3	  Distribuição	  dos	  Alelos	  dos	  Polimorfismos	  TNF	  -‐308	  G/A	  	  e	  PTPN22	  1858	  C/T	  	  	  

L	  

1	  	  2	  	  3	  	  	  B	  

L	  
1	  	  	  2	  	  	  	  3	  	  	  	  	  	  

1	  	  	  2	  	  	  3	  	  	  	  	  	   B	  

B’	  

A	  	  	  	  B	  	  	  	  	  	  	  	  C	  	  	  	  	  	  

D	  	  	  E	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

B	  

L	  

L	  
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A	  Tabela	  4	  mostra	  a	  distribuição	  e	  frequência	  dos	  alelos	  para	  pacientes	  com	  AR,	  TB	  e	  

controles	  sadio.	  No	  nível	  de	  significância	  de	  p<0,05,	  não	  foi	  observada	  associação	  estatística	  

entre	  os	  alelos	  dos	  polimorfismos	  TNF	  -‐308	  G/A	  e	  PTPN22	  1858	  C/T	  com	  a	  TB	  e	  AR.	  	  

	  
Tabela	  4	  –	  Frequência	  de	  Alelos	  dos	  Polimorfismos	  TNF	  e	  PTPN22	  em	  Pacientes	  com	  Artrite	  

	  Reumatoide,	  Tuberculose	  e	  Controles.	  
Polimorfismos	   	   Artrite	  Reumatoide	  

(n=131)	  
Tuberculose	  
(n=200)	  

Controles	  
(n=192)	  

p	  

TNF	  -‐308	  G/A	   G	   240	  (91,6%)	   362	  (90,5%)	   351	  (91,4%)	   0,218	  
	   A	   22	  	  (8,39%)	   38	  (9,5%)	   33	  (8,6%)	   	  
	   	   Artrite	  Reumatoide	  

(n=131)	  
Tuberculose	  
(n=208)	  

Controles	  
(n=205)	  

	  

PTPN22	  1858	  C/T	   C	   251	  (95,8%)	   406	  (97,6%)	   399	  (97,3%)	   0,376	  
	   T	   11	  	  	  (4,20%)	   10	  	  	  (2,40%)	   11	  	  	  	  	  (2,7%)	   	  

	  

O	  presente	  estudo	  é	  primeiro	  a	  verificar	   se	  há	  associação	  da	  AR	  com	  polimorfismo	  

TNF	  -‐308	  G/A	  e	  PTPN22	  1858	  C/T	  em	  uma	  população	  da	  Região	  Norte	  do	  Brasil.	  Há,	  porém,	  

estudos	   realizados	   na	   América	   Latina	  mostrando	   associação	   do	   alelo	   TNF2	   e	   com	   AR	   em	  

Colombianos	  e	  Mexicanos	  (CORREA	  et	  al.,	  2005a;	  RODRIGUEZ-‐CARREON	  et	  al.,	  2005;	  LEE	  et	  

al.,	  2007).	  Por	  outro	  lado,	  em	  colombianos	  a	  associação	  entre	  PTPN22	  1858T	  e	  a	  AR	  não	  foi	  

demonstrada	   (GOMEZ,	  L.	  et	  al.,	  2005).	  Dentre	  estes	  estudos,	  destaca-‐se	  a	  meta-‐análise	  de	  

Lee	  et	  al.	  (2007)	  que	  associou	  o	  polimorfismo	  TNF	  -‐308	  G/A	  à	  AR	  em	  latino-‐americanos,	  mas	  

não	  incluiu	  estudos	  brasileiros.	  

É	  possível	  observar	  na	  Tabela	  4	  que	  há	  tendência	  de	  que	  o	  alelo	  PTPN22	  1858T	  seja	  

mais	   frequente	   entre	   os	   pacientes	   com	   AR	   (4,20%)	   em	   relação	   aos	   pacientes	   de	   TB	   e	  

controles,	  com	  uma	  diferença	  aproximada	  de	  2%	  entre	  AR	  e	  controles.	  A	  Análise	  de	  Poder	  

Estatístico	   (Apêndice	   4	   e	   5)	   revela	   que	   a	   amostragem	   na	   pesquisa	   não	   atingiu	   poder	  

estatístico	  suficiente	  para	  detectar	  uma	  diferença	  de	  2%	  entre	  as	  proporções	  p1	   (AR)	  e	  p2	  

(Controles)	   para	   o	   alelo	   PTPN22	   1858T.	   Para	   detectar	   uma	   diferença	   estatística	   com	  
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magnitude	  de	  2%	  entre	  estas	  proporções,	  estima-‐se	  uma	  amostra	  de	  cerca	  de	  400	  indivíduos	  

por	  grupo.	  Portanto,	  com	  os	  dados	  apresentados	  nesta	  pesquisa	  não	  é	  possível	  descartar	  a	  

associação	  entre	  o	  alelo	  PTPN22	  1858T	  e	  a	  Artrite	  Reumatoide.	  

A	  diferença	  da	  frequência	  do	  alelo	  TNF2	  de	  AR,	  TB	  e	  controles	  é	  de	  aproximadamente	  

0,2%.	  Considerando	  a	  Análise	  de	  Poder	  Estatístico	  da	  amostra	  para	  este	  alelo	  (Apêndice	  4	  e	  

5),	  observa-‐se	  que	  para	  demostrar	  uma	  diferença	  desta	  magnitude	  são	  necessários	  cerca	  de	  

40	   mil	   indivíduos	   por	   grupo,	   mais	   que	   a	   população	   estimada	   de	   pessoas	   com	   AR	   no	  

Amazonas,	   considerando	   uma	   prevalência	   de	   1%	   para	   AR	   (cerca	   de	   20	   mil	   pacientes).	  

Portanto,	  de	  um	  ponto	  de	  vista	  prático	  a	  associação	  do	  alelo	  TNF2	  com	  a	  AR	  ou	  TB	  não	  existe	  

na	  população	  em	  estudo. 	  

Tabela	  5	  –	  Distribuição	  dos	  Genótipos	  do	  Polimorfismo	  TNF	   -‐308	  G/A	  e	  PTPN22	  1858	  C/T	  
	  	  em	  Populações	  Diferentes.	  

População	   Ancestralidade	   TNF	  -‐308	  G/A	  (%)	   PTPN22	  1858	  C/T	  (%)	  
	   	   G	  	   A	   C	   T	  
CEU*	   Europeia	   78,3	   21,7	   84,2	   15,8	  
HCB*	   Asiática	   96,7	   3,3	   94,3	   5,7	  
JPT*	   Asiática	   97,7	   2,3	   97,8	   2,2	  
YRI*	   África	  Subsaariana	   93,9	   6,1	   96,7	   3,3	  
Amazonas	   -‐	   91,4	   8,6	   95,8	   4,2	  
Índios	  Terena$	   Ameríndios	   100	   0	   -‐	   -‐	  
Centro-‐Oeste$	   -‐	   81,1	   18,9	   -‐	   -‐	  
Colômbia+	   -‐	   89	   11	   96	   4	  
Chile†	   -‐	   90,7	   9,3	   -‐	   -‐	  
México	   -‐	   95,7	   4,3	   -‐	   -‐	  
*	  Frequências	  alélicas	  de	  populações	  do	  HapMap	  Project,	  fontes:	  
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1800629	  acessado	  em	  20/10/2010;	  
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2476601	  acessado	  em	  20/10/2010.	  
+Adaptado	  de	  Correa	  et	  al.	  (2005a).	  †Adaptado	  de	  Cuenca	  et	  al.	  (2001).$Adaptado	  de	  Albuquerque	  et	  al.	  (2004).	  

	  
	  

Conforme	   se	  observa	  na	  Tabela	  5,	   as	   frequências	  dos	  alelos	  TNF2	   e	  PTPN22	   1858T	  

sofrem	  variações	  conforme	  a	  população	  observada.	  Nos	  europeus	  a	  frequência	  alélica	  atinge	  

15,8%	  para	  o	  PTPN22	  1858T	  e	  21,70%	  para	  o	  TNF2.	  Esta	  variação	  na	  frequência	  alélica	  está	  

relacionada	  à	  maior	  prevalência	  de	  doenças	  autoimunes,	  como	  o	  Diabetes	  Mellitus	  Tipo	  1,	  o	  
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Lúpus	   Eritematoso	   Sistêmico	   e	   	   a	   AR	   (GOMEZ,	   L.	   et	   al.,	   2005;	   NAGY	   et	   al.,	   2010).	  

Considerando	  que	  a	   frequência	  observada	  para	  os	  alelos	  mutantes	  no	  presente	  estudo	   foi	  

baixa	  em	  controles	  e	  pacientes	  (4,2%	  para	  o	  PTPN22	  1858T	  e	  8,4%	  para	  o	  TNF2),	  esta	  pode	  

ser	   mais	   uma	   razão	   para	   a	   ausência	   de	   associação	   estatística	   destes	   alelos	   à	   AR	   no	  

Amazonas.	  

Neste	  sentido,	  cabe	  ressaltar	  as	  diferenças	  de	  formação	  étnica	  da	  Região	  Norte,	  que	  

diferiu	  de	  outras	  regiões	  do	  Brasil,	  em	  sua	  composição,	  nos	  estudos	  com	  DNA	  mitocondrial	  

(mDNA)	  (CALLEGARI-‐JACQUES	  et	  al.,	  2003).	  A	  ancestralidade	  étnica	  analisada	  por	  Callegari-‐

Jacques	   et	   al.	   (2003)	   a	   partir	   de	   análise	   de	   mDNA,	   mostra	   uma	   variação	   na	   composição	  

genética	  da	  população	  brasileira,	   por	   exemplo,	   os	   indivíduos	  da	  Região	  Norte	   apresentam	  

maior	  influência	  Ameríndia	  e	  Europeia,	  enquanto	  os	  da	  Região	  Sudeste	  têm	  influência	  Negra	  

e	  Europeia	  e	  os	  da	  Região	  Sul	  do	  Brasil	  mostraram	  têm	  grande	  influência	  europeia.	  

Foram	   identificadas	   variações	   nas	   frequências	   alélicas	   do	   TNF2	   quando	   são	  

comparadas	  as	  populações	  do	  Nordeste,	  Sudeste	  e	  Sul	  do	  Brasil	  (VISENTAINER	  et	  al.,	  2008).	  

O	  mesmo	   foi	  observado	  em	  relação	  ao	  polimorfismo	  PTPN22	   1858	  C/T	   (LINS	  et	  al.,	  2009).	  

Esses	   achados	   tem	   uma	   enorme	   importância	   para	   os	   estudos	   experimentais	   de	  

polimorfismos	  genéticos,	  pois	  sugerem	  que,	  para	  diferentes	  regiões	  do	  Brasil,	  podem	  haver	  

diferentes	  padrões	  genéticos	  de	  doenças.	  

	  
4.4	  Influências	  da	  Tuberculose	  sobre	  os	  Polimorfismos	  TNF	  -‐308	  G/A	  e	  PTPN22	  1858	  C/T?	  
	  
	  

Embora	  não	  tenha	  sido	  observada	  associação	  entre	  os	  polimorfismos	  estudados	  e	  a	  

TB,	  a	  hipótese	  de	  Mobley	  (2004)	  sobre	  influência	  da	  TB	  como	  fator	  de	  pressão	  seletiva	  sobre	  

o	   genoma	   humano,	   predispondo	   populações	   às	   condições	   autoimunes,	   continua	   sendo	  

intrigante	   e	   difícil	   de	   ser	   abandonada.	   A	   pressão	   seletiva	   continua	   sendo	   uma	   explicação	  
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plausível	   para	   variações	   nas	   frequências	   alélicas	   mostradas	   anteriormente.	   	   Além	   disso,	  

diversos	  genes	  envolvidos	  na	  resistência	  ou	  suscetibilidade	  à	  Tuberculose	  estão	  envolvidos,	  

de	   algum	   modo,	   com	   a	   Artrite	   Reumatoide	   (QUESNIAUXA	   et	   al.,	   2010).	   Entre	   estes	   se	  

destaca	   o	   polimorfismo	   do	   gene	   interferon-‐γ	   +847T/A	   fortemente	   associado	   a	   resistência	  

contra	  TB	  (PACHECO	  et	  al.,	  2008).	  

Análises	  de	  haplótipos	  estendidos	  do	  PTPN22	  em	  homozigoze	  mostraram	  evidências	  

de	   forte	   pressão	   seletiva	   sobre	   o	   locus	   PTPN22	   (STANFORD	   et	   al.,	   2010).	   O	  mesmo	   alelo	  

PTPN22	  1858T,	  envolvido	  na	  etiopatogênese	  de	  condições	  autoimunes,	  tem	  sido	  implicado	  

na	   suscetibilidade	   ao	  Mycobacterium	   tuberculosis	   (LAMSYAH	   et	   al.,	   2009).	   Gomez	   et	   al.	  

(2005)	  também	  encontraram	  clara	  associação	  do	  alelo	  PTPN22	  1858T	  com	  a	  TB	  como	  fator	  

de	  suscetibilidade.	  

Correa	  et	  al.	  (2005a)	  mostraram	  que	  o	  alelo	  TNF1	  se	  mostrou	  associado	  ao	  risco	  à	  TB,	  

ao	  mesmo	  tempo	  exercendo	  um	  efeito	  protetor	  contra	  autoimunidade.	  Os	  autores	  também	  

perceberam	  que	  o	  polimorfismo	  TNF	  -‐238A	  protegia	  de	  autoimunidade,	  aumentando	  o	  risco	  

para	   TB..	   Porém,	  no	  presente	   estudo	  esta	   associação	   também	  não	   foi	   observada	  entre	  os	  

polimorfismos	  PTPN22	  1858	  C/T	  e	  TNF	  -‐308	  G/A	  com	  a	  TB.	  	  

A	  associação	  entre	  o	  alelo	  TNF2	  e	  a	  TB	  também	  não	  foi	  observada	  em	  meta-‐análise	  

realizada	   por	   Pacheco	   et	   al.	   (2008).	   Porém,	   os	   autores	   observaram	   que	   houve	   um	   efeito	  

protetor	   não	   significante	   deste	   alelo	   contra	   TB,	   quando	   analisaram	   a	   composição	   dos	  

estudos	  na	  meta-‐análise	  (“pooled	  odds	  ratio”).	  	  

Em	   concordância	   com	   a	   literatura,	   os	   autores	   atribuíram	   este	   efeito	   aos	   arranjos	  

complexos	   dos	   blocos	   de	   haplótipos	   da	   região	   6p21,	   sobretudo	   haplótipos	   envolvendo	   o	  

gene	   da	   linfotoxina-‐α	   em	   frequente	   desequilíbrio	   de	   ligação	   com	   o	   SNP	   TNF	   -‐308	   G/A.	  

Também	   se	  pode	  destacar	   do	   estudo	  de	  Pacheco	  et	   al.	   (2008)	   que	  estudos	  de	   associação	  
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com	   genes	   candidatos	   estão	   sujeitos	   a	   resultados	   diferentes,	   em	   razão	   da	   variação	   das	  

composições	  haplotípicas	  na	  região	  6p21	  em	  populações	  diversas.	  

Santana	   et	   al.	   (2009)	   estudando	   HLA	   Classe	   II	   genérico	   em	   pacientes	   com	  

Tuberculose	   pulmonar	   no	   Amazonas,	   observaram	   a	   associação	   entre	   o	  HLA-‐DRB1*04	   e	   o	  

risco	  de	   tuberculose	  pulmonar.	  O	  mesmo	  HLA	  está	  envolvido	  na	   susceptibilidade	  à	  Artrite	  

Reumatoide	  no	  Amazonas	  (BOECHAT,	  N.	  comunicação	  pessoal).	  	  

O	  efeito	  de	  pressão	  seletiva	  da	  TB	  sobre	  polimorfismos	  genéticos	  pró-‐inflamatórios	  

deve	  ser	  visto	  como	  um	  fenômeno	  que	  evolui	  com	  o	  tempo	  (RIDLEY,	  2006).	  Sabe-‐se	  que	  o	  

Amazonas	   é	   uma	   região	   de	   alta	   prevalência	   e	   incidência	   de	   TB,	   com	   taxa	   de	  mortalidade	  

elevada	  (MARREIRO	  et	  al.,	  2009).	  Além	  disso,	  a	  capital	  Manaus,	  concentra	  o	  maior	  número	  

de	  casos	  de	  TB	  de	  todas	  as	  formas	  no	  Estado	  do	  Amazonas	  (SOUZA;	  PINHEIRO,	  2010).	  	  

Torna-‐se	   difícil,	   entretanto,	   demonstrar	   a	   hipótese	   de	  Mobley	   (2004),	   baseando-‐se	  

apenas	   nas	   informações	   obtidas	   para	   a	   população	   em	   estudo,	   já	   que	   não	   foi	   observado	  

aumento	  do	  TNF2	  ou	  PTPN22	  1858T	  entre	  pessoas	  com	  AR	  em	  relação	  à	  pessoas	  com	  TB	  e	  

controles.	  Mas,	  é	  possível	  observar	  uma	  tendência	  na	  concentração	  de	  alelos	  PTPN22	  1858T	  

em	   pacientes	   com	   AR	   (4,2%)	   comparando-‐se	   com	   pacientes	   com	   TB	   (2,4%),	   porém	   sem	  

significância	  estatística	  (p=0,376).	  

Quando	   apenas	   os	   pacientes	   de	   AR	   com	  manifestações	   sistêmicas	   como	   subgrupo	  

foram	   comparados	   com	   o	   grupo	   de	   pacientes	   com	   TB,	   foi	   observado	   que	   o	   alelo	   TNF2	  

(p=0,001,	   OR	   2,57)	   e	   PTPN22	   1858T	   (p=0,026,	   OR	   3,41)	   estão	   associados	   à	   AR	   com	  

manifestações	  extra-‐articulares	  ,	  com	  frequência	  menor	  nos	  pacientes	  com	  TB	  (Tabela	  6).	  	  
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Tabela	  6	  –	  Frequência	  dos	  Polimorfismos	  TNF	  -‐308	  G/A	  e	  PTPN22	  1858	  C/T	  em	  34	  pacientes	  
	  de	   Artrite	   Reumatoide	   com	   Manifestações	   Sistêmicas	   e	   em	   208	   pacientes	  
	  Tuberculose.	  	  

Polimorfismo	   Formas	  
Sistêmicas	  

Tuberculose	   p	   OR	   Intervalo	  de	  
Confiança	  

TNF	  -‐308	  G/A	   	   	   	   	   	  
A	   12	  (35,30%)	   35	  	  	  (17,5%)	   0,001	   2,57	   1,16	  –	  5,68	  
G	   22	  (64,70%)	   165	  (82,5%)	   	   	   	  
PTPN22	  1858	  C/T	   	   	   	   	   	  
T	   5	  	  	  (14,70%)	   10	  	  	  (5,50%)	   0,026	   3,41	   1,10	  –	  10,7	  
C	   29	  (85,52%)	   198	  (95,2%)	   	   	   	  
	  

Como	   a	   maior	   parte	   dos	   indivíduos	   com	   manifestações	   sistêmicas	   na	   amostra	  

estudada	   tem	   Síndrome	   de	   Sjögren	   (15,9%),	   surge	   uma	   pergunta	   a	   ser	   respondida	   em	  

estudos	   posteriores:	   a	   TB	   como	   fator	   de	   pressão	   seletiva	   influencia	   a	   frequência	   destes	  

polimorfismos,	   aumentando	   o	   risco	   de	   Síndrome	   de	   Sjogren	   primária	   ou	   secundária?	   A	  

associação	  oposta	  entre	  a	  Síndrome	  de	  Sjogren	  Primária	  e	  a	  TB	  foi	  observada	  por	  Correa	  et	  

al.	   (2005a)	  em	  colombianos,	  quando	  analisaram	  frequência	  de	  polimorfismos	  de	  TNF	  entre	  

diversas	  condições	  autoimunes	  e	  a	  tuberculose.	  

	  
4.5	   Análise	   da	   Influência	   do	   TNF2	   e	   PTPN22	   1858T	   sobre	   as	   formas	   graves	   da	   Artrite	  

Reumatoide	  
	  
	  

Os	  dados	  expostos	  na	  Tabela	  7	   revelam	  que	  o	  alelo	  TNF2	   está	  associado	  à	  AR	  com	  

manifestações	  extra-‐articulares,	  bem	  como	  ao	  uso	  de	  medicação	   imunobiológica	  Anti-‐TNF.	  

No	   nível	   de	   significância	   de	   p<0,05	   houve	   associação	   entre	   o	   polimorfismo	   TNF2	   e	   as	  

manifestações	  sistêmicas	  da	  AR	  (p=0,001),	  bem	  como	  ao	  uso	  de	   imunobiológicos	   (p=0,21).	  

Por	   outro	   lado,	   não	   foi	   observada	   associação	   entre	   PTPN22	   1858T	   e	   manifestações	  

sistêmicas	  da	  AR	   (p=0,071),	  embora	  possa	  haver	  uma	   tendência,	  enquanto	  o	  mesmo	  alelo	  

está	  associado	  ao	  uso	  de	  imunobiológicos	  	  (p=	  0,021)	  (Tabela	  8).	  	  

Não	   foi	   encontrada	   associação	   do	   alelo	   TNF2	   com	   idade	   no	   diagnóstico,	   sexo	  
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(p=0,886),	  Fator	  Reumatoide	  positivo	  (p=0,839),	  aposentadorias	  por	  invalidez	  (p=0,169),	  dias	  

de	   afastamento	   do	   trabalho,	   DAS28	   >5,1	   ou	   HAQ	   elevado.	   Entre	   as	   variáveis	   clínicas	   e	  

demográficas	   anteriores,	   o	   alelo	   PTPN22	   1858T	   esteve	   associado	   apenas	   ao	   Fator	  

Reumatoide	  positivo	  (p=0,012).	  

	  Tabela	   7	   –	   Distribuição	   de	   Alelos	   do	   polimorfismo	   TNF	   -‐308	   G/A	   em	   131	   pacientes	   de	  
	  	  	  	  Artrite	  Reumatoide.	  

Alelos	   Sistêmicos	   Não-‐Sistêmicos	   p	   OR	   Intervalo	  de	  
Confiança	  

A	   12	   10	   0,001	   4,75	   1,82	  –	  12,40	  
G	   22	   87	   	   	   	  
	   Biológicos	   DMARDS	   p	   	   	  
A	   13	   9	   0,021	   2,93	   1,15	  –	  7,49	  
G	   36	   73	   	   	   	  
	  
	  
Tabela	  8	  –	  Distribuição	  de	  Alelos	  do	  polimorfismo	  PTPN22	  1858	  C/T	  em	  131	  pacientes	  de	  

	  	  Artrite	  Reumatoide.	  

Alelos	   Sistêmicos	   Não-‐Sistêmicos	   p	   OR	   Intervalo	  de	  
Confiança	  

T	   5	   5	   0,071	   3,17	   0,83	  –	  11,73	  
C	   29	   92	   	   	   	  
	   Biológicos	   DMARDS	   p	   	   	  
T	   7	   3	   0,021	   4,39	   1,08	  –	  17,86	  
C	   42	   79	   	   	   	  
	  
	  

As	  manifestações	  sistêmicas	  graves	  da	  AR	  compartilham	  mecanismos	  imunológicos	  e	  

inflamatórios:	   a)	   hiperprodução	   sistêmica	   de	   citocinas;	   b)	   imunocomplexos	   circulantes;	   c)	  

ativação	   endotelial	   sistêmica;	   d)	   infiltração	   local	   de	   Célula	   B	   e	   T;	   e)	   Célula	   T	   CD28null	  

circulante,	  com	  perfil	  de	  imunosenescência	  (TURESSON,	  C.	  et	  al.,	  2003).	  Os	  fatores	  preditivos	  

de	   manifestações	   sistêmicas	   incluem	   variáveis	   clínicas	   (tabagismo),	   sorológicas	   (Fator	  

Reumatoide	   e	  Anti-‐CCP	  positivos)	   e	   genéticas	   (alelos	  HLA-‐DRB1).	  O	   tabagismo	   se	  mostrou	  

um	  fator	  de	   risco	   independente	  para	  manifestações	  sistêmicas	  da	  AR	   (TURESSON,	  C	  et	  al.,	  

2003).	  	  

Todavia,	  no	  presente	  trabalho,	  a	  história	  de	  tabagismo	  não	  se	  mostrou	  associado	  às	  
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manifestações	  sistêmicas	  da	  AR	  (p=0,312),	  porém	  as	  formas	  sistêmicas	  estão	  associadas	  ao	  

Fator	   Reumatoide	   positivo	   (p=0,015)	   (Tabela	   6.3.6).	   Cabe,	   entretanto,	   observar	   que	   na	  

população	   estudada	   neste	   trabalho,	   apenas	   3,1%	   dos	   pacientes	   são	   fumantes	   habituais	   e	  

33,3%	  têm	  história	  de	  tabagismo.	  A	  história	  de	  tabagismo	  inclui	  pacientes	  que	  fumaram	  pelo	  

menos	  meia	  carteira	  de	  cigarros/mês,	  por	  seis	  meses,	  nos	  últimos	  10	  anos.	  Por	  outro	  lado,	  

segundo	   PNAD,	   o	   Amazonas	   tem	   uma	   das	  menores	   taxas	   de	   tabagismo	   entre	   os	   estados	  

brasileiros	  –	  13%.	  Portanto,	  sob	  um	  ponto	  de	  vista	  populacional,	  o	  tabagismo	  pode	  não	  ser	  

um	  fator	  de	  risco	  importante	  para	  AR	  no	  Amazonas.	  

O	  alelo	  PTPN22	  1858T,	  mostrou-‐se	  associado	  ao	  Fator	  Reumatoide	   (p=0,012)	  assim	  

como	  observado	  por	  outros	  autores	  (Tabela	  6.3.6)	  (LEE	  et	  al.,	  2005;	  JOHANSSON	  et	  al.,	  2006;	  

OROZCO	   et	   al.,	   2008).	   Acredita-‐se	   que	   o	   alelo	   PTPN22	   1858T	   possa	   estar	   envolvido	   na	  

gênese	  de	  auto-‐anticorpos	  na	  membrana	  sinovial	  inflamada	  (LEE	  et	  al.,	  2005).	  	  

Os	  alelos	  HLA-‐DBR1	  os	  quais	  aumentam	  a	  suscetibilidade	  à	  AR,	  são,	  por	  outro	   lado,	  

preditores	   da	   gravidade	   da	   doença,	   incluindo	   as	   manifestações	   sistêmicas	   da	   AR.	   Esta	  

associação	  é	  observada	  principalmente	  no	  Norte	  da	  Europa,	  nos	  indivíduos	  com	  duplo	  alelo	  

HLA-‐DRB1*04	   do	   epítopo	   compartilhado	   (TURESSON;	   MATTESON,	   2009).	   Este	   fenômeno	  

com	   “efeito	   de	   dose”	   dos	   alelos	  HLA-‐DRB1*04	   pode	   ser	   explicado	   por	   um	   efeito	   sobre	   a	  

seleção	   e	   ativação	   das	   células	   T,	   através	   da	   interação	   entre	   o	  MHC	   de	   Classe	   II	   e	   o	   TCR	  

(TURESSON	  et	  al.,	  2004).	  	  

Na	  Tabela	  9,	  estão	  listados	  os	  fatores	  de	  risco	  identificados	  para	  manifestações	  extra-‐

articulares:	  tempo	  doença	  maior	  que	  10	  anos	  (p=0,019),	  idade	  maior	  que	  60	  anos	  (p=0,031)	  

e	  do	  FR	  positivo	  (p=	  0,015).	  Quando	  estes	  fatores	  são	  analisados	  em	  conjunto,	  com	  modelo	  

de	   Regressão	   Logística	   Binária,	   o	   alelo	   TNF2	   (p=0,001;	   OR=6,58),	   o	   Fator	   Reumatoide	  

positivo	  (p=0,022;	  OR=2,51),	  o	  Tempo	  de	  Doença	  (p=0,001;	  OR	  =	  1,13)	  e	  a	  Idade	  Maior	  que	  
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60	  anos	  (p=0,007;	  OR	  =	  1,64),	  são	  preditivos	  para	  manifestações	  sistêmicas	  da	  AR,	  ao	  nível	  

de	   significância	   de	   0,05	   (p=0,0001)	   (Tabela	   10).	   O	   alelo	   PTPN22	   1858T	   não	   foi	   associado	  

como	  preditor	   de	   risco	  para	  manifestações	   sistêmicas	   (p=0,180)	   em	  modelo	  de	  Regressão	  

Logística	  Binária	  (Tabela	  11).	  

Tabela	   9	   –	   Fatores	   de	   Risco	   Associados	   com	   Manifestações	   Sistêmicas	   da	   Artrite	  
	  Reumatoide	  em	  131	  Pacientes	  no	  Amazonas*.	  

Fatores	  de	  Risco	   Artrite	  Reumatoide	   Formas	  Sistêmicas	   p	   OR	   Intervalo	  de	  
Confiança	  	  

Idade	  >	  60	  anos	   12/98	  (12,2%)	   12/34	  (34,2%)	   0,003	   2,88	   1,18	  –	  7,02	  
TD	  >	  10	  anos	   11/43	  (15,3%)	   15/98	  (32,3%)	   0,019	   2,65	   1,07	  –	  6,54	  
Sexo	  Feminino	   88/98	  (89,8%)	   31/34	  (91,1%)	   0,816	   –	   –	  
Tabagismo	   31/98	  (31,6%)	   14/34	  (41,2%)	   0,312	   –	   –	  
Fator	  Reumatoide	   69/98	  (70,4%)	   31/34	  (91,1%)	   0,015	   4,64	   1,32	  –	  16,34	  
DAS28	  >	  5,1	   	  60/98	  (38,7%)	   23/34	  (32,3%)	   0,504	   –	   –	  
HAQ	  >	  2,5	   21/98	  (21,2%)	   9/34	  	  	  (26,4%)	   0,546	   –	   –	  
TNF2	   10/97	  (10,3%)	   12/32	  (37,5%)	   0,001	   4,75	   1,82	  –	  12,40	  
PTPN22	  1858T	   5/34	  	  	  (14,7%)	   5/97	  	  	  	  	  (5,1%)	   0,071	   –	   –	  
*	  Análise	  univariada	  com	  χ2	  ao	  nível	  de	  significância	  0,05.	  
	  

Tabela	  10	  –	  Tabela	  de	  Regressão	  Logística	  Binária	  para	  Fatores	  de	  Associados	  ao	  Risco	  de	  
	  Manifestações	  Sistêmicas	  da	  Artrite	  Reumatoide	  e	  o	  Alelo	  TNF	  -‐308	  G/A*.	  

Variáveis	  Preditoras	   p	   OR	   Intervalo	  de	  Confiança	  
Alelo	  TNF2	   0,001	   6,58	   2,07	  –	  20,95	  
Idade	  >	  60	  anos	   0,007	   1,64	   1,14	  –	  2,36	  
Tempo	  de	  Doença	   0,001	   1,13	   1,05	  –	  1,21	  
Fator	  Reumatoide	   0,022	   2,51	   1,14	  –	  5,52	  

*	  Modelo	  de	  Regressão	  Logística	  significativo	  para	  p	  <	  0,0001.	  
	  
	  
Tabela	  11	  –	   	  Tabela	  de	  Regressão	  Logística	  Binária	  para	  Fatores	  de	  Associado	  ao	  Risco	  de	  

Manifestações	  Sistêmicas	  da	  Artrite	  Reumatoide	  e	  o	  Alelo	  PTPN22	  1858	  C/T*.	  

Variáveis	  Preditoras	   p	   OR	   Intervalo	  de	  Confiança	  
Alelo	  PTPN22	  1858T	   0,180	   2,70	   0,63	  –	  11,55	  	  
Idade	  >	  60	  anos	   0,003	   1,70	   1,20	  –	  2,41	  	  
Tempo	  de	  Doença	   0,002	   1,12	   1,04	  –	  1,19	  
Fator	  Reumatoide	   0,033	   2,33	   1,07	  –	  5,08	  

*	  Modelo	  de	  Regressão	  Logística	  significativo	  para	  p	  <	  0,0001.	  	  

	  

	   Com	   a	   finalidade	   de	   analisar	   detalhadamente	   a	   influencia	   do	   alelo	   TNF2	   sobre	   as	  

formas	   graves	   da	   AR,	   comparando-‐se	   o	   efeito	   de	   combinação	   das	   diferentes	   variáveis,	  

quatro	  modelos	  de	  regressão	  construídos:	  a)	  Modelo	  0:	   incluindo	   idade	  acima	  de	  60	  anos,	  
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anos	  de	  duração	  de	  doença	  e	  o	  fator	  reumatoide;	  b)	  Modelo	  1:	  incluindo	  idade	  acima	  de	  60	  

anos,	  duração	  da	  doença,	  fator	  reumatoide	  e	  o	  alelo	  TNF2;	  c)	  Modelo	  2:	  incluiu	  idade	  acima	  

de	  60	  anos,	  anos	  de	  duração	  da	  doença	  acima	  de	  10	  anos,	  fator	  reumatoide	  e	  o	  alelo	  TNF2.	  

O	  quarto	  modelo	  foi	  construído	  para	  analisar	  a	  influencia	  do	  TNF2	  sobre	  a	  probabilidade	  de	  

um	   paciente	   com	   AR	   vir	   a	   usar	   drogas	   Anti-‐TNF	   (Tabela	   12).	   A	   Tabela	   13	   apresenta	   os	  

resultados	  da	  análise	  da	  calibração	  e	  discriminação	  dos	  quatro	  modelos.	  

	  
Tabela	  12 – Modelos	  de	  Regressão	  Logística	  para	  o	  Alelo	  TNF2	  e	  os	  Fenótipos	  de	  Gravidade	  

	  	  	  	  	  	  da	  Artrite	  Reumatoide.	  
	  
Variáveis	  Preditoras	   Coeficientes	   p	   Odds	  Ratio	   IC	  -‐	  95%	  
Modelo	  0a	   	   	   	   	  
Constante	   -‐2,8712	   0,0001	   –	   –	  
Idade	  >	  60	  anos	   1,4429	   0,0040	   4,23	   1,60	  –	  11,22	  
Fator	  Reumatoide	   0,6717	   0,0420	   1,96	   1,02	  –	  3,74	  
Duração	  da	  Doença	   0,0670	   0,0480	   1,10	   1,00	  –	  1,14	  
Modelo	  1b	   	   	   	   	  
Constante	   -‐3,2976	   0,0001	   –	   –	  
Idade	  >	  60	  anos	   1,4308	   0,0060	   4,18	   1,50	  –	  11,70	  
Duração	  da	  Doença	   0,7029	   0,0420	   1,10	   1,00	  –	  1,15	  
Fator	  Reumatoide	   0,6899	   0,0450	   1,99	   1,02	  –	  3,91	  
Alelo	  TNF2	   1,7152	   0,0020	   5,56	   1,89	  –	  16,33	  
Modelo	  2c	   	   	   	   	  
Constante	   -‐3,2652	   0,0001	   –	   –	  
Idade	  >	  60	  anos	   0,5262	   0,0080	   4,06	   1,45	  –	  11,38	  
Duração	  Doença	  >	  10	  anos	   0,5227	   0,0310	   3,10	   1,11	  –	  8,63	  
Fator	  Reumatoide	   0,7294	   0,0350	   2,07	   1,05	  –	  4,09	  
Alelo	  TNF2	   1,7737	   0,0010	   5,89	   1,98	  –	  17,51	  
Modelo	  3d	   	   	   	   	  
Constante	   -‐1,0440	   0,0001	   –	   –	  
Duração	  da	  Doença	   0,0661	   0,0460	   3,04	   1,17	  –	  7,91	  
Alelo	  TNF2	   1,1118	   0,0230	   1,10	   1,00	  –	  1,14	  
a	  p	  =	  0,0001,	  b	  p	  =	  0,0001,	  c	  p	  =	  0,0001,	  d	  p	  =	  0,0090.	  

	  

Tabela	  13 – Validação	  dos	  Modelos	  de	  Regressão	  Logística	  por	  Calibração	  e	  Discriminação.	  
	  
	   Calibração:	  	  

Hosmer-‐Lemeshow	  	  χ2	  	  
Discriminação:	  	  

ROC	  AUC	  (95%	  CI)	  
Sensibilidade	   Especificidade	  

Modelo	  	  0	   7.345	  (0.394)	   0.75	  (0.69	  –	  0.87)	   9.7%	   77.4%	  
Modelo	  	  1	   5.674	  (0.689)	   0.81	  (0.73	  –	  0.89)	   11.3%	   78.6%	  
Modelo	  	  2	   0.574	  (0.967)	   0.80	  (0.70	  –	  0.88)	   8.4%	   92.6%	  
Modelo	  	  3	   7.320	  (0.450)	   0.71	  (0.61	  –	  0.78)	   19%	   74%	  
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A	  observação	  dos	  quatro	  modelos	  de	  regressão	  apresentada	  na	  Tabela	  12	  demonstra	  

que	  quando	  o	  alelo	  TNF2	  é	   inserido	  no	  modelo	  com	  as	  principais	  variáveis	  preditoras	  para	  

doença	  sistêmica,	  o	  Modelo	  2	  mostra	  variáveis	  com	  maior	  odds	  ratio.	  Além	  disso,	  o	  Modelo	  

2	  apresenta	  melhor	  calibração	  (0,574;	  p=0,967),	  com	  boa	  acurácia	  (AUC	  0,80).	  Os	  Gráficos	  2	  

e	  3	  mostras	  as	  respectivas	  Curvas	  ROC	  para	  os	  modelos	  apresentados	  na	  Tabela	  13.	  	  

Isto	  se	  deve	  a	  participação	  tanto	  do	  alelo	  TNF2	  quanto	  do	  Tempo	  de	  Doença	  maior	  

10	   anos	   como	   variáveis	   preditoras	   neste	  modelo.	   A	   análise	   de	   calibração	   e	   discriminação	  

também	  torna	  notório	  o	  efeito	  do	  alelo	  TNF2,	  considerando	  que	  sua	  inclusão	  no	  modelo	  1,	  

melhora	   sua	   calibração,	   sua	   capacidade	   discriminativa,	   assim	   como	   aumenta	   sua	  

especificidade	  e	  sensibilidade,	  quando	  comparado	  ao	  Modelo	  0	  que	  não	  inclui	  o	  alelo	  TNF2	  

(Tabela	   13).	   Esses	   resultados	   mostram	   claramente	   que	   não	   só	   o	   alelo	   TNF2	   eleva	   a	  

probabilidade	   de	   doença	   sistêmica,	   como	   também,	   esse	   feito	   é	  maior	   em	   pacientes	   com	  

mais	  de	  60	  anos	  e/ou	  tempo	  de	  doença	  superior	  a	  10	  anos.	  Esse	  efeito	  pode	  ser	  observado	  

no	  Gráfico	  1,	  onde	  a	  probabilidade	  de	  doença	  sistêmica	  aumenta	  em	  função	  do	  tempo	  de	  

doença.	  

	  

Gráfico	  1	  –	  Probabilidade	  de	  Doença	  Sistêmica	  em	  Pacientes	  com	  Artrite	  Reumatoide	  em	  
	  	  Função	  do	  Tempo	  de	  Doença	  e	  do	  Alelo	  TNF2.	  
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Gráfico	  2	  –	  Curva	  ROC	  para	  os	  Modelos	  Apresentados	  na	  Tabela	  13.	  

	  

	  

	  

Gráfico	  3	  	  –	  Curva	  ROC	  para	  Modelo	  2	  com	  AUC	  0.7	  mostrando	  bom	  ajuste	  do	  modelo.	  
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	  Deve-‐se	  observar	  ainda	  que,	  o	  Modelo	  3	  demonstra	  que	  o	  alelo	  TNF2	  é	  uma	  variável	  

preditora	  para	  uso	  de	  medicações	  Anti-‐TNF	  (Tabela	  12).	  Além	  disso,	  aplicando-‐se	  o	  Modelo	  

3,	   fica	  evidente	  que	  a	  probabilidade	  de	  uso	  destas	  medicações	  aumenta	   com	  o	   tempo	  de	  

doença.	   A	   probabilidade	   calculada	   para	   uso	   de	  Anti-‐TNF	   em	  pacientes	   com	   cinco	   anos	   de	  

doença,	  mas	  sem	  o	  alelo	  TNF2	  é	  32,87%,	  enquanto	  alcança	  59,82%	  em	  indivíduos	  portadores	  

deste	  alelo	  –	  um	  aumento	  de	  26,95%	  na	  probabilidade	  de	  uso	  destas	  medicações.	  	  

As	   manifestações	   sistêmicas	   na	   AR	   representam	   condições	   graves	   não	   só	   porque	  

reduz	  a	  qualidade	  de	  vida,	  mas	  porque	  também	  estão	  associadas	  a	  maior	  morbimortalidade	  

dos	   pacientes,	   especialmente	   por	   doença	   cardiovascular	   (TURESSON;	   MATTESON,	   2011).	  

Grande	  parte	  das	  informações	  a	  respeito	  da	  doença	  sistêmica	  na	  AR	  foram	  obtidas	  a	  partir	  

de	   populações	   caucasianas,	   nas	   quais	   a	   prevalência	   de	   manifestações	   extra-‐articulares	  

atinge	   15%	   dos	   casos	   com	   a	   evolução	   da	   doença.	   Assim,	   os	   principais	   fatores	   de	   risco	  

identificados	   para	   esta	   condição	   foram	   o	   fator	   reumatoide	   positivo	   ou	   a	   presença	   do	  

anticorpo	   antipeptídeo	   citrulinado	   cíclico,	   além	   de	   tabagismo	   e	   a	   idade	   (TURESSON;	  

JACOBSSON,	  2004).	  	  

A	   imunosenescência	   é	   um	   conhecido	   mecanismo	   de	   autoimunidade	   e	   várias	  

evidências	   sugerem	   sua	   participação	   na	   imunopatogênese	   da	   AR,	   envolvendo	   tanto	   a	  

susceptibilidade	   para	   a	   doença	   como	   para	   suas	   comorbidades	   (GORONZY	   et	   al.,	   2010).	   A	  

senescência	  imune	  AR	  aumenta	  de	  células	  T	  CD4+CD28null	  que,	  por	  sua	  vez,	  estão	  associadas	  

a	  formas	  mais	  graves	  da	  doença.	  Na	  AR	  precoce,	  a	  frequência	  de	  células	  T	  CD4+CD28null	  é	  um	  

fator	   preditivo	   para	   formas	   de	   doença	   mais	   progressivas	   e	   erosivas.	   Por	   outro	   lado,	   na	  

doença	  estabelecida	  a	  frequência	  destas	  células	  se	  correlaciona	  com	  as	  manifestações	  extra-‐

articulares	   (MARTENS	  et	  al.,	   1997;	  GORONZY	  et	  al.,	   2004).	  Uma	  alta	   frequência	  deste	   tipo	  

celular	  é	  vista	  na	  doença	  nodular	  reumatoide,	  sendo	  que	  a	  maior	  frequência	  observada	  para	  
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estas	   células	   é	   encontrada	   na	   vasculite	   reumatoide.	   Portanto,	   os	   resultados	   do	   presente	  

estudo	  sugerem	  que	  o	  efeito	  de	  associação	  entre	  a	  idade	  avançada,	  longo	  tempo	  de	  doença	  

e	  o	  alelo	  pro-‐inflamatório	  TNF2	  não	  é	  fortuita,	  mas	  um	  efeito	  aditivo	  e	  de	  interação	  entre	  a	  

senescência	   imunológica	   e	   um	   estado	   pró-‐inflamatório	   subjacente,	   que	   aumenta	   a	  

frequência	  de	  manifestações	  extra-‐articulares,	  como	  também	  piora	  a	  resposta	  aos	  DMARDS	  

tradicionais.	  

Com	  a	  senescência	   imunológica	  há	  uma	  progressiva	  perda	  da	  capacidade	  de	  reparo	  

do	   DNA.	   Em	   decorrência,	   segue-‐se	   a	   ativação	   da	  maquinaria	   de	   apoptose,	   cujo	   saldo	   é	   a	  

perda	   crônica	   de	   células	   T	   (GORONZY	   et	   al.,	   2010).	   A	   linfopenia	   resultante	   é	   compensada	  

com	   proliferação	   homeostática	   das	   células	   T,	   o	   que	   aumenta	   o	   risco	   de	   autoimunidade.	  

Segundo	  Goronzy	  et	  al.	  (2010),	  o	  modo	  pelo	  qual	  esse	  fenômeno	  de	  proliferação	  celular	  leva	  

a	   autoimunidade	   envolve:	   a)	   uma	   seleção	   periférica	   de	   repertório	   de	   células	   T	   com	   TCR	  

autorreativos;	   b)	   a	   proliferação	   homeostática	   produz	   linfócitos	   T	   que	   não	   são	   específicos	  

para	   antígenos	   sinoviais	   e	   são	   encontradas	   no	   sangue	   periférico,	   podendo	   reconhecer	  

peptídeos	  próprios	   fora	  da	  membrana	  sinovial.	   Este	  parece	   ser	  um	  passo	   favorável	  para	  o	  

desenvolvimento	   de	   formas	   extra-‐articulares	   da	   AR,	   sobretudo	   em	   pacientes	   de	   idade	  

avançada	  e	  com	  mais	  tempo	  de	  doença.	  

É	   possível	   que	   o	   fenótipo	   pró-‐inflamatório	   produzido	   pelo	   alelo	   TNF2	   participe	   de	  

diferentes	  maneiras	   nos	   fenômenos	   de	   imunosenescência.	   Alguns	   autores	   demonstraram,	  

recentemente,	  que	  as	  células	  T	  na	  AR	  tem	  um	  desequilíbrio	  da	  via	  de	  sinalização	  Raf-‐Mek-‐

ERK	   (“Ras/Raf-‐mitogen	   activated	   Protein	   kinase	   /extracellular	   signal-‐regulated	   kinase”)	  

(SINGH	   et	   al.,	   2008).	   Esse	   sistema	   está	   envolvido	   na	   regulação	   da	   ativação	   inicial	   do	   TCR,	  

pela	   da	   fosforilação	   de	   Lck	   que	   impede	   o	   recrutamento	   da	   SHP-‐1,	   cujo	   resultado	   é	   a	  

interrupção	   precoce	   da	   sinalização	   do	   TCR.	   Na	   imunosenescência	   da	   AR,	   há	   um	   viés	   de	  
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seleção	   e	   proliferação	   no	   repertório	   de	   células	   T	   autorreativas	   que,	   por	   mudanças	   de	  

calibração	  do	  TCR,	   tornam-‐se	  hiperativadas	  e	  reagem	  a	  estímulos	  subótimos	  (SINGH	  et	  al.,	  

2009).	   Portanto,	   torna-‐se	   compreensível	   que,	   as	   interações	   dos	   alelos	   de	   epítopo	  

compartilhado	  do	  HLA-‐DRB1	   com	  um	  pool	  de	  TCR	  autorreativo	  selecionado,	   sem	  tropismo	  

pela	  membrana	   sinovial	   inflamada,	   possam	  estar	   envolvidas	   na	   gênese	   das	  manifestações	  

sistêmicas	   da	   AR,	   num	   cenário	   fenotípico	   onde	   altos	   níveis	   circulantes	   de	   TNF	   estejam	  

presentes.	  

A	   possibilidade	   do	   envolvimento	   destas	   modificações	   funcionais	   da	   célula	   T	   na	  

imunopatogênese	   de	  manifestações	   extra-‐articulares	   da	   AR,	   foi	   também	   sugerida	   por	   um	  

achado,	   muito	   sugestivo,	   da	   participação	   de	   células	   T	   CD4+	   na	   doença	   inflamatória	  

intersticial	   pulmonar	   (DIIP)	   da	   AR.	  Marcações	   específicas	   em	   exames	   histológicos	   da	   DIIP	  

revelam	  que	  em	  pacientes	  com	  AR,	  as	  células	  T	  CD4+	  estão	  no	  tecido	  do	  pulmão	  reumatoide,	  

mas	  não	  na	  histologia	  da	  doença	  intersticial	  pulmonar	  idiopática.	  A	  participação	  de	  células	  T	  

desreguladas	   específicas	   na	   AR,	   podem	   ter	   um	   papel	   na	   imunopatogênese	   do	   pulmão	  

reumatoide,	  com	  grandes	  implicações	  para	  terapias	  inovadoras	  (TURESSON	  et	  al.,	  2005).	  

A	  ausência	  de	  associação	  entre	  o	  polimorfismo	  PTPN22	  1858T	  com	  as	  manifestações	  

extra-‐articulares	   da	   AR	   pode	   estar	   relacionada	   à	   mecanismos	   imunopatogênicos	   da	  

senescência	   imune.	   Conforme	   discutido	   anteriormente	   neste	   trabalho,	   a	  mutação	   C>T	   na	  

posição	   1858	   do	   gene	   PTPN22,	   produz	   um	   ganho	   de	   função	   na	   proteína	   Lyp	   que	   inibe	  

acentuadamente	  a	  via	  de	  sinalização	  do	  TCR	  (STANFORD	  et	  al.,	  2010).	  Sendo	  assim,	  o	  estado	  

hiper-‐reativo	  dos	  Linfócitos	  T	  na	  AR	  produzido	  pelo	  desequilíbrio	  do	  Sistema	  Raf-‐Mek-‐ERK,	  

pode	  ser	  balanceado	  pelo	  ganho	  de	  função	  da	  Lyp	  em	  pacientes	  portadores	  do	  alelo	  PTPN22	  

1858T	  (CHISTIAKOV;	  CHISTIAKOVA,	  2010).	  Esta	  hipótese	  não	  foi	  confirmada,	  mas	  trata-‐se	  de	  

um	  mecanismo	  imunopatogênico	  importante	  a	  ser	  explorado.	  
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A	  importância	  da	  associação	  do	  polimorfismo	  TNF	  -‐308	  G/A	  e	  as	  formas	  sistêmicas	  da	  

AR	   pode	   ainda	   ser	   destacada	   por	   outro	   aspecto.	   Há	   a	   possibilidade	   de	   sua	   influência	  

genética	  indireta,	   já	  que	  o	  alelo	  TNF2	  eventualmente	  está	  em	  desequilíbrio	  de	  ligação	  com	  

outros	   genes	   relacionados	   à	   inflamação	   e	   autoimunidade,	   tais	   como	   os	   alelos	   do	   epítopo	  

compartilhado	  (CRISWELL	  et	  al.,	  2004).Isto	  já	  foi	  observado	  entre	  o	  polimorfismo	  TNF	  -‐836A	  

e	  o	  HLA-‐DRB1*0405	  (HIRANKARN	  et	  al.,	  2007),	  e	  ainda,	  para	  os	  polimorfismos	  TNF	  -‐238A	  e	  -‐

308A	  e	  HLA-‐DR7	  em	  pacientes	  com	  TB	  pulmonar	  (SELVARAJ	  et	  al.,	  2001).	  	  

A	  epidemiologia	  genética	  da	  AR	  na	  América	  Latina,	  os	  alelos	  HLA-‐DRB1*0404	  e	  TNF2,	  

tem	  sido	  estabelecida	  de	  maneira	  uniforme	  (DELGADO-‐VEGA	  et	  al.,	  2006;	  DELGADO-‐VEGA;	  

ANAYA,	  2007).	  Achados	  de	  outros	  autores	   também	  mostram	  que	  o	  alelo	  TNF2	   pode	  estar	  

envolvido	  no	  risco	  de	  formas	  mais	  graves	  da	  AR	  em	  mexicanos,	  de	  forma	  independente	  dos	  

alelos	  de	  epítopo	  compartilhado	  (RODRIGUEZ-‐CARREON	  et	  al.,	  2005).	  

O	   polimorfismo	   de	  TNF	   -‐308	  G/A	   foi	   associado	   em	   vários	   estudos,	   a	   uma	   resposta	  

clínica	  insatisfatória	  aos	  imunobiológicos	  Anti-‐TNF	  (KREJSA	  et	  al.,	  2006;	  PLENGE;	  CRISWELL,	  

2008;	  O'RIELLY	  et	  al.,	  2009).	  Esses	  resultados	  também	  ficaram	  evidentes	  em	  estudos	  GWAS	  

(LIU	  et	  al.,	  2008).	  Além	  disso,	  dois	  haplótipos	  estendidos	  entre	  HLA-‐DRB1*0404,*0101	  e	  seis	  

SNP	  dos	  genes	  LTF	  e	  TNF,	  foram	  associados	  à	  resposta	  ao	  tratamento	  com	  methotrexate	  ou	  

etanercept	  (CRISWELL	  et	  al.,	  2004).	  

O	   presente	   trabalho	   não	   avaliou	   de	   forma	   prospectiva	   a	   resposta	   de	   medicações	  

imunobiológicas	  no	  tratamento	  da	  AR,	  em	  pacientes	  portadores	  de	  polimorfismos	  TNF	  -‐308	  

G/A	   e	   PTPN	   1858	   C/T.	   No	   entanto,	   ambos	   os	   polimorfismos	   estão	   associados	   ao	   uso	   de	  

imunobiológicos	   (p=	   0,21;	   p=0,21,	   respectivamente).	   Isto	   sugere	   que	   a	   reposta	   clínica	   do	  

tratamento	   da	   AR,	   na	   presença	   dos	   alelos	   TNF2	   e	   PTPN22	   1858T,	   é	   mais	   eficiente	   aos	  

imunobiológicos	  Anti-‐TNF	  em	  relação	  ao	  tratamento	  com	  DMARDS.	  No	  caso	  do	  alelo	  TNF2,	  
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este	   fenômeno	   parece	   estar	   relacionado	   a	   hiperprodução	   de	   TNF(GOMES	   et	   al.,	   2010).	  

Apenas	  o	  estudo	  de	  Potter	  et	  al.	  	  (2009),	  	  na	  Inglaterra,	  avaliou	  a	  influência	  do	  alelo	  PTPN22	  

1858T	  no	  tratamento	  com	  imunobiológicos,	  mas	  concluiu	  que	  este	  polimorfismo,	  bem	  como	  

o	  epítopo	  compartilhado	  não	  exercem	  influência	  sobre	  a	  resposta	  aos	  Anti-‐TNF.	  

Por	   fim,	   considerando	   as	   variações	   genéticas	   aqui	   discutidas	   para	   populações	  

brasileiras	  e	  de	  outras	  latino-‐americanas,	  é	  preciso	  ressaltar	  que	  diferenças	  importantes	  na	  

epidemiologia	  genética	  podem	  ser	  observadas	  para	  a	  AR,	  bem	  como	  para	  TB	  em	  diferentes	  

populações	  (KOCHI,	  Y.	  et	  al.,	  2010).	  Fatores	  de	  risco	  genéticos	  clássicos	  em	  caucasianos,	  não	  

estão	   necessariamente	   envolvidos	   com	   a	   AR	   em	   outras	   populações	   tais	   como	   as	   latino-‐

americanas	  (OROZCO;	  BARTON,	  2010).	  	  

Apenas	   um	   terço	   das	   pessoas	   com	  AR	   na	   América	   Latina	   são	   portadores	   de	   alelos	  

HLA-‐DRB1	  do	  epítopo	  compartilhado,	  indicando	  que	  outros	  genes	  não	  relacionados	  ao	  HLA	  

podem	  estar	  envolvidos	  com	  a	  AR	  nestas	  populações	   (DELGADO-‐VEGA	  et	  al.,	  2006).	  Neste	  

sentido,	  o	  PTPN22	  1858T,	  alelo	  de	  alto	  risco	  para	  autoimunidade	  em	  caucasianos,	  pode	  ser	  

usado	  como	  exemplo,	  pois	  não	  foi	  associado	  à	  AR	  em	  latino-‐americanos,	  como	  também	  nos	  

pacientes	   deste	   estudo.	   Portanto,	   a	   discussão	   dos	   resultados	   obtidos,	   ressaltam	   a	  

importância	  dos	  estudos	  em	  genética	  molecular	  das	  doenças	  autoimunes	  em	  populações	  da	  

Amazônia	  Brasileira.	  	  
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CONCLUSÕES	  

	  
	  

a) As	   características	   clínicas	   e	   demográficas	   de	   pessoas	   com	   Artrite	   Reumatoide	   no	  

Amazonas	   são	   semelhantes	   às	   de	   outras	   populações	   latino-‐americanas	   quanto	   à	  

idade,	  distribuição	  por	  sexo,	  escolaridade	  e	  padrão	  de	  acometimento	  articular	  inicial,	  

embora	   na	   Artrite	   Reumatoide	   precoce	   tenha	   um	   padrão	   inflamatório	   menos	  

intenso.	  

b) 	  O	  alelo	  TNF2	   não	  está	  associado	  ao	   risco	  de	  Artrite	  Reumatoide	  no	  Amazonas.	  No	  

entanto,	  está	  associado	  às	  manifestações	  sistêmicas	  da	  doença.	  

c) Os	  alelos	  TNF2	  e	  PTPN22	  1858T	  não	  influenciam	  o	  DAS28,	  o	  HAQ,	  a	  idade	  de	  início	  da	  

doença,	  ou	  mesmo,	  a	  forma	  predominante	  de	  acometimento	  articular	  em	  pacientes	  

amazonenses	  com	  Artrite	  Reumatoide	  precoce.	  

d) O	   alelo	   PTPN22	   1858T	   está	   associado	   ao	   Fator	   Reumatoide	   positivo	   na	   população	  

estudada.	  Porém,	  o	  alelo	  PTPN22	  1858T	  não	  está	  associado	  à	  AR	  ou	  a	  Tuberculose	  na	  

população	  observada.	  

e) A	   idade	   acima	   de	   60	   anos,	   o	   tempo	   de	   doença	   maior	   que	   10	   anos	   e	   o	   Fator	  

Reumatoide	   positivo,	   estão	   associados	   às	   manifestações	   sistêmicas	   da	   Artrite	  

Reumatoide	  em	  pacientes	  do	  Amazonas.	  

f) Os	   alelos	   TNF2	   e	   PTPN22	   1858T	   estão	   associados	   ao	   uso	   de	   medicação	  

imunobiológica,	   pressupondo	  o	  envolvimento	  destes	   alelos	  na	   atividade	  de	  TNF	  na	  

AR,	   mas	   estudos	   prospectivos	   são	   necessários	   para	   confirmar	   a	   influência	   destes	  

alelos	  no	  tratamento	  da	  Artrite	  Reumatoide.	  
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APÊNDICE	  1	  –	  TERMO	  DE	  CONSENTIMENTO	  LIVRE	  E	  ESCLARECIDO	  (TCLE)	  
	  

Título	  do	  Projeto:	  “ESTUDO	  DA	  GENÉTICA	  MOLECULAR	  DA	  ARTRITE	  REUMATOIDE	  E	  DA	  TUBERCULOSE	  
EM	  PACIENTES	  NATURAIS	  DA	  AMAZÔNIA”.	  
	  	  
Objetivo	  do	  Estudo:	  estudar	  aspectos	  genéticos	  da	  artrite	  reumatoide	  e	  da	  tuberculose	  em	  pacientes	  
nascidos	  no	  Estado	  do	  Amazonas	  e	  que	  sejam	  portadores	  destas	  doenças.	  
	  
Justificativa:	  A	  artrite	  reumatoide	  é	  uma	  doença	  reumática	  frequente,	  cuja	  causa	  ainda	  é	  desconhecida.	  
Estudos	  genéticos	  podem	  colaborar	  para	  o	  entendimento	  da	  doença.	  A	  tuberculose,	  por	  outro	  lado,	  é	  
causada	  por	  um	  bacilo,	  tem	  tratamento	  estabelecido,	  mas	  o	  conhecimento	  da	  genética	  da	  tuberculose	  
pode	  auxiliar	  a	  conhecer	  as	  variações	  de	  resposta	  ao	  tratamento.	  
	  	  
Procedimentos:	  Para	   este	   estudo	   será	   coletada	   amostra	   de	   5mL	   de	   sangue.	   Será	   extraído	   o	  DNA	   do	  
sangue	  coletado	  para	  análise	  do	  gene	  do	  Fator	  de	  Necrose	  Tumoral	  (TNF),	  na	  posição	  -‐308,	  e	  do	  gene	  
PTPN22	   posição	   1858,	   através	   de	   genotipagem	   por	   Reação	   em	   Cadeia	   de	   Polimerase	   (PCR).	  
Posteriormente,	  outros	  genes	  poderão	  ser	  estudados.	  
	  
Benefícios:	  Será	  possível	  conhecer	  a	   frequência	  de	  marcadores	  moleculares	  para	  gravidade	  da	  Artrite	  
Reumatoide	  e	  Tuberculose,	  que	  interferem	  inclusive	  na	  resposta	  ao	  tratamento.	  
	  
Riscos	   Associados	   ao	   Estudo:	  Há	   o	   desconforto	   na	   realização	   do	   exame	   para	   coleta	   de	   amostra	   de	  
sangue	  em	  veia	  do	  antebraço,	  não	  existindo	  riscos	  a	  sua	  participação	  neste	  estudo.	  
	  
Voluntariedade:	   Sua	   participação	   neste	   estudo	   é	   voluntária.	  O	   senhor	   (a)	   pode	   retirar-‐se	   a	   qualquer	  
momento,	  não	  havendo	  qualquer	  tipo	  de	  prejuízo	  para	  o	  senhor(a)	  dentro	  da	   instituição	  onde	  recebe	  	  
atendimento.	  O	  senhor(a)	  pode	  a	  qualquer	  tempo	  tomar	  informações	  dos	  resultados	  dos	  testes	  obtidos	  
neste	  trabalho.	  
	  
Confidencialidade	   e	   sigilo:	   Os	   dados	   referentes	   à	   sua	   participação	   neste	   estudo	   permanecerão	  
confidenciais,	   não	   sendo	   divulgados	   de	   forma	   a	   declarar	   a	   sua	   identidade.	   Os	   dados	   obtidos	   serão	  
utilizados	  apenas	  para	  fins	  deste	  estudo.	  
	  
Uso	   e	   Conservação	   do	   Material	   Biológico:	   O	   sangue	   coletado,	   bem	   como	   o	   DNA	   extraído,	   serão	  
conservados	   em	   freezer	   à	   -‐20°	   C,	   sendo	   utilizado	   para	   fins	   que	   se	   propõe	   o	   estudo,	   permanecendo	  
armazenado	  para	  estudos	  posteriores,	  localizado	  no	  Laboratório	  de	  Imunologia/ICB/UFAM.	  
	  
Acompanhamento	   assistencial:	   Sendo	   o	   senhor(a)	   participante	   deste	   estudo	   terá	   sempre	   que	  
necessário,	  esclarecimento	  de	  dúvidas,	  no	  	  que	  diz	  respeito	  ao	  estudo,	  podendo	  entrar	  em	  contato	  com	  
os	  pesquisadores	   responsáveis:	  Antônio	  Luiz	  Ribeiro	  Boechat	   Lopes	   (Av.	  Prof.	  Nilton	  Lins,	  2274	  Flores	  
CEP	   69058-‐030,celular	   8127-‐3388),	   Maria	   Cristina	   dos	   Santos	   (Rua	   São	   Benedito	   nº	   215,	   apto	   103,	  
Adrianópolis,	  fone	  3236-‐1789,	  celular	  9981-‐3473),	  Aya	  Sadahiro	  (Rua	  B,	  Q/	  “A”,	  nº	  53,	  Conjunto	  Arthur	  
Reis,	  CEP	  6954-‐660,	  fone	  3236-‐7431,	  celular	  8116-‐2299).	  
	  

CONSENTIMENTO	  PÓS-‐INFORMAÇÃO	  
	  

Após	   ler	   o	   termo	   acima	   eu,	   ___________________________________________________________,	  
concordo	  em	  participar	  do	  Projeto	  “ESTUDO	  DA	  GENÉTICA	  MOLECULAR	  DA	  ARTRITE	  REUMATOIDE	  E	  DA	  
TUBERCULOSE	  EM	  PACIENTES	  NATURAIS	  DA	  AMAZÔNIA”,	  voluntariamente.	  
	  
(	  	  	  	  )	  Autorizo	  	  	  (	  	  	  	  )	  Não	  Autorizo	  o	  armazenamento	  e	  uso	  posterior	  do	  material	  biológico	  coletado	  
	  
________________________________	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Participante	  
	  
________________________________	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Pesquisador	  

Impressão	  Dactiloscópica	  



	  
 

 
 

APÊNDICE	  2	  –	  FICHA	  DE	  INVESTIGAÇÃO	  CLÍNICA	  DE	  ARTRITE	  REUMATOIDE	  
	  
Número:	  ________	  	  	  	  Prontuário:	  ____________	  	  	  	  	  Gênero:________	  	  	  	  Idade:__________	  	  	  	  	  	  	  	  	  NAE:__________________________________	  
Nome:	  ______________________________________________________________________________________________________________	  
Endereço:	  ___________________________________________________________________________________________________________	  
Data	  de	  Nascimento:	  _______/______/______	  
Naturalidade:	  

Profissão/Ocupação:	  _________________________________________________	  
Telefones	  de	  Contato:	  	  

	   	   	  
Diagnóstico	  de	  AR	  em:_____/_____/_____	   ID:__________	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  TD:	  __________	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  DAT:__________	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	   	   	  

Critérios	  do	  ACR	  (1992)	  ou	  ACR	  (2010):	   Data	  do	  Exame:	  ___	  /	  ___	  /	  ____	   	  
(	  	  	  	  	  )	  Artrite	  por	  mais	  de	  6	  semanas	   TA:	  _________mmHg	  	  	  	  	   FC:	  _________bpm	  
(	  	  	  	  	  )	  MCF,	  IFP,	  Punhos	   Altura:	  _________	  	  	  	  Peso:	  ________	  Kg	  	  	  	  	  IMC	  _______	  	  	  CA	  ____________	  
(	  	  	  	  	  )	  Duas	  ou	  Mais	  articulações	   	  
(	  	  	  	  	  )	  Alterações	  Radiológicas	   	  
(	  	  	  	  	  )	  Poliartrite	  Simétrica	   	  
(	  	  	  	  	  )	  Fator	  Reumatóide	   	  
(	  	  	  	  	  )	  Nódulo	  Reumatóide	   	  
(	  	  	  	  	  )	  Anti-‐CCP	   	   	  
Tabagismo:	  (	  	  	  	  	  )	  Sim	  	  	  (	  	  	  	  	  )	  Não	   (	  	  	  	  	  )	  Passivo	   	  
	   	   	  
Medicação	  em	  Uso:	   	   	  
(	  	  	  )	  CLQ	  ________mg	   (	  	  	  )	  MTX	  _______mg	   	  
(	  	  	  )	  HCQ	  	  ________mg	   (	  	  	  )	  SSZ	  ________mg	  	  	  	  	  	  	   	  
(	  	  	  )	  AZA	  	  ________mg	   (	  	  	  )	  	  CsA	  _______mg	   	  
(	  	  	  )	  LFM	  	  ________mg	  	  	  	   (	  	  	  )	  CRT	  ________mg	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  
(	  	  	  )	  Ciclofosfamida	  ____mg	   (	  	  	  )	  Imunobiológico:	   	  
(	  	  	  )	  Ácido	  Folico	  	   __________________	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(	  	  	  )	  AINH	  	   	   Inchadas	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Doloridas	  
_______/______/_______	   	   	  

PCR	  _________mg/dl	   	   	  
VHS	  _________1ª	  hora	   Perfil	  Lipídico:	   	  
HEMÁC:	  _________milhões/mm3	   Colesterol	  Total:	  ___________mg/dl	   Glicemia:	  ___________mg/dl	  
HEMOG:	  _________g/dl	   HDL	  –	  c:	  ___________mg/dl	   Uréia:	  ___________mg/dl	  
HT:	  _________%	   LDL	  –	  c:	  ___________mg/dl	   Creatinina:	  ___________mg/dl	  
VCM:	  _________fl	   VLDL	  –	  c:	  ___________mg/dl	   ALT:	  ___________U/l	  
Leuco.:	  _________/mm3	   Triglicerídeos:	  ___________mg/dl	   AST:	  ___________U/l	  
Plaquetas:	  _________mil/mm3	   Lipídeos	  Totais:	  ___________mg/dl	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  

Densitometria	  Óssea	  	  _______/______/_______	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

Coluna	  Lombar	  (L1	  –	  L4)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Colo	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
T-‐score:	  ______________	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  T-‐score:	  ______________	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Z-‐score:	  ______________	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Z-‐score:	  ______________	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
BMD:	  _______________	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  BMD:	  ________________	  
	  
Envolvimento	  Sistêmico:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(	  	  	  	  	  )	  Vasculite	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (	  	  	  	  	  )	  Serosite	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  

(	  	  	  	  	  )	  Escleromácea	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (	  	  	  	  	  )	  Síndrome	  de	  Felty	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	   DAS28	  (	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  )	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  HAQ	  (	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  )	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(	  	  	  	  	  )	  Síndrome	  Sjögren	  	  	  	  	  (	  	  	  	  	  )	  Alveolite/Fibrose	  	  	  	  	  	  	   	   	  
(	  	  	  	  	  )	  Neuropatia	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (	  	  	  	  	  )	  Nódulos	  Reumatóides	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
(	  	  	  	  	  )	  Osteoporose	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (	  	  	  	  	  )	  Artrose	  de	  Quadril	  
(	  	  	  	  	  )	  Outros:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  

	   Score	  de	  SvdH	  (	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  )	  em	  ______/______/______	  
	  
	  

Genotipagem	  	  (Laboratório	  de	  Imunologia):	  	  	  	  	  	  

	  
	  

Outros	  Exames	  Complementares:	  
___________________________________
___________________________________
___________________________________
___________________________________ 



	  
 

 
 

APÊNDICE	  3	  –	  FLUXOGRAMA	  DE	  PROCEDIMENTOS	  EXPERIMENTAIS.	  
	  
	  

	  
	  

	  

	  

 
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
 

Seleção de 
Pacientes 

Policlínicas	  
Ambulatórios	  
FHAJ	  

Registro de 
Entrada 

Entrada	  no	  Livro	  de	  
Registro	  do	  Laboratório	  

Coleta de 
Sangue 

Extração de DNA 
DTAB/CTAB 

Banco	  de	  Dados	  
Ficha	  Anexa	  
Registro	  Eletrônico	  

Quantificação 

Amostra	  
Ideal?	  

Banco de DNA 
Amostra	  de	  uso	  
diluição	  50ng/uL	  +	  
Estoque	  

Genotipagem 
RFLP 

Co
le
ta
r	  N

ov
a	  
Am

os
tr
a	  
de

	  S
an

gu
e	  

Registro 
Banco	  de	  Dados	  
Ficha	  anexa	  
Registro	  eletrônico	  
Análise	  Estatistica	  

Apresenta	  DNA?	  
Qualidade	  ideal?	  



	  
 

 
 

APÊNDICE	  4	  –	  ANÁLISE	  DE	  PODER	  ESTATÍSTICO	  PARA	  O	  ALELO	  TNF2	  	  
	  
	  

most a 60% chance of detecting a difference of  9.51.
least a 90% chance of detecting a difference of 15.22 and at
Based on your samples and alpha level (0.05), you have at

100%

15.22

90%

 9.51

60%< 40%
9.51 49.8 - 60.0
10.66 60.0 - 70.7
11.87 70.0 - 80.2
13.28 80.0 - 88.6
15.22 90.0 - 95.6

                                                    

Diferença Poder
Este	  Tamanho	  de	  Amostra	  ?

Qual	  Diferença	  você	  Pode	  Detectar	  com

AR 131 22 16.79 (10.83; 24.31)
TB 200 35 17.50 (12.50; 23.49)
CONTROLE 192 33 17.19 (12.14; 23.28)

Grupo Amostra Positivos % IC	  95%	  Individual
Estatistica

Para	  Detectar	  diferenças	  menores	  que	  13.28,	  considerar	  amostras	  maiores.
Poder	  Estatistico	  é	  uma	  função	  do	  tamanho	  da	  amostra	  e	  %	  de	  detecção.

Chi-‐Quadrado	  %	  Alelos	  TNF2	  Positivos	  Por	  Grupo
Análise	  de	  Poder	  Estatistico

Poder	  Estatistico
Qual a Chance de Detectar a Diferença

	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  



	  
 

 
 

	  
APÊNDICE	  5	  –	  ANÁLISE	  DE	  PODER	  ESTATÍSTICO	  PARA	  O	  ALELO	  PTPN22	  1858T	  
	  
	  

	  
	  
	  
	   	  

most a 60% chance of detecting a difference of  5.77.
least a 90% chance of detecting a difference of  9.36 and at
Based on your samples and alpha level (0.05), you have at

100%

 9.36

90%

 5.77

60%< 40%

5.77 48.7	  -‐	  60.0
6.56 60.0	  -‐	  71.9
7.30 70.0	  -‐	  81.3
8.17 80.0	  -‐	  89.5
9.36 90.0	  -‐	  96.0

Diferença Poder
Detectada	  nesta	  Amostra	  ?
Qual	  diferença	  pode	  ser

AR 131 11 	  8.40 (4.27;	  14.53)
TB 208 10 	  4.81 (2.33;	  8.66)
Controle 205 11 	  5.37 (2.71;	  9.40)

Grupo Amostra Positivos % IC	  95%	  Individual
Estatistica

Poder
Qual	  a	  Chance	  de	  Detectar	  uma	  Diferença?

Para	  detectar	  Diferenças	  menores	  que	  8.17	  e	  com	  Poder	  Estatistico	  maior	  que	  80%,	  considerar	  amostras	  maiores.

Qui-Quadrado - % de Alelos PTPN22 1858T Positivos Por Grupo
Análise	  de	  Poder	  Estatístico
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Abstract	  
 
Background. The aim of this study was to investigate the influence of the TNF 308 G/A 

polymorphism in the promoter region of the tumor necrosis factor-α gene on the susceptibility 

and severity of rheumatoid arthritis (RA) in individuals from the Brazilian Amazon.  

Methodology/Principal Findings. A total of 323 individuals ⎯ 192 healthy controls without 

arthritis and 131 individuals suffering from arthritis ⎯ were genotyped for this polymorphism 

using a methodology based on PCR-RFLP. The frequency of the A allele (TNF2) in rheumatoid 

arthritis sufferers was not found to be significantly higher than in the controls (p=0.926; 

OR=0.97; confidence interval 0.54 – 1.76). However, using a logistic regression model, when 

the patients were stratified according to whether the manifestations were preponderantly 

articular or systemic, there was a strong association between the TNF2 allele and the systemic 

disease (p=0.001; OR=5.89; confidence interval = 1.98 – 17.5) as well as the use of Anti-TNF 

immunotherapy (p=0.021; OR 2.93; confidence interval = 1.15 – 7.49). The main factors that 

influence the risk of extra-articular disease were age after 60 years old (p=0.008; OR=4.06; 

confidence interval = 1.45 – 11.38), disease duration more than ten years (p=0.031; OR=3.10; 

confidence interval = 1.11 – 8.63) and also a positive rheumatoid factor (p=0.035; OR=2.07; 

confidence interval = 1.05 – 4.09). 

Conclusions/Significance. These results suggest that the TNF2 allele is associated with the 

more serious forms of the disease in individuals from the Brazilian Amazon but not with a risk 

for developing AR. 

 



	  
 

 
 

Introduction	  
 

Rheumatoid arthritis (RA) was first described by the French clinician Augustin Landré-Beauvais 

in 1800 as a primitive form of gout. It is a chronic inflammatory arthropathy affecting around 1% 

of the world’s population [1-3] and a serious pathological condition that can lead to 

incapacitation and reduced life expectancy compared with the normal population [4]. Studies in 

Brazil indicate that the prevalence of RA in the population is between 0.2 and 1%. There are 

estimated to be 900,000 people suffering from the disease [5], and its direct and indirect costs 

in Brazil are considered to be very high [6-8]. To date there have been no studies in the 

Brazilian Amazon of the clinical or epidemiological aspects of RA or the genetic factors 

associated with the disease. 

 

Although the etiology of RA has yet to be clarified, it has been established that genetic factors 

play a role in susceptibility to RA. Familial aggregation, multiple genetic linkage and association 

studies have demonstrated the genetic basis of the disease [9,10]. Several genetic associations 

have been found, especially in the region of the human leukocyte antigen (HLA) loci, which 

have the strongest genetic association with RA [10-13]. 

 

Tumor necrosis factor (TNF) is a potent pleiotropic proinflammatory cytokine produced mainly 

by macrophages. Elevated levels of this cytokine have been implicated in various 

proinflammatory conditions [14]. In rheumatoid arthritis, proinflammatory cytokines such as 

TNF-α, interleukin-1 and interleukin-6 (IL-1, IL-6) are highly expressed and very abundant in 

synovial fluid, as are the anti-inflammatory cytokines IL-10 and TGF-β. The latter, however, are 

not present in sufficiently high concentrations to suppress synovitis [15-18]. It is against this 

background that genetic polymorphisms of proinflammatory cytokines can play an important role 

by amplifying the chain of inflammatory events triggered by the disease. TNF stimulates 

secretion of cytokines, increases expression of adhesion molecules in the endothelium and 

promotes neutrophil activation and migration. In addition, it has co-stimulatory effects on T-cell 

activation and production of antibodies by B-lymphocytes [17]. 

 

The TNF gene is located on the short arm of chromosome 6 in the 6p21 region, a highly 

polymorphic region of the human genome where the HLA genes are located.  Various single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) have been described in the promoter region of the TNF gene. 

One of these, a common mutation in the promoter region with a G→A substitution in position 

308, has been the subject of intense study [14,19]. It is not clear whether the TNF -308 G/A 

polymorphism has any functional significance, but there is evidence that the A (TNF2) allele is 

associated with higher levels of TNF transcription than the G (TNF1) allele [20,21]. The A allele 

has been associated with worse clinical outcomes in diseases such as sepsis and multiple 

trauma [22,23] or even in the clinical spectrum of bacterial or viral infections [24]. Although the 

results do not agree for different populations and the same diseases, articles have regularly 



	  
 

 
 

been published providing further evidence that the TNF2 SNP can play a role ⎯ albeit not the 

same one in different populations and diseases ⎯ in clinical variants of inflammatory, 

autoimmune and infectious diseases.  

 

Several authors have recently started to discuss the correct nomenclature for this 

polymorphism. Although it has been pointed out that dbSNP ID rs1800629 is in fact located at 

nucleotide 307 relative to the transcription start site, we have maintained the 308 nomenclature, 

which is used in most of the literature [25,26].  

 

Many studies have investigated the potential role of the TNF -308G/A polymorphism in 

susceptibility to RA [27-36], but to our knowledge there are no references in the literature to an 

association between this SNP and RA in the Amazon Brazilian population. In light of this, it was 

decided to undertake this study to determine the influence of the TNF-α polymorphism on 

susceptibility to and the severity of rheumatoid arthritis in Brazilian patients in the Amazon. 

Methods	  

Objectives	  	  

	  
The aim of this study was to investigate the influence of the TNF -308 G/A polymorphism in the 

promoter region of the Tumor Necrosis Factor-α gene (TNF) on the susceptibility and severity of 

rheumatoid arthritis (RA) in individuals from the Brazilian Amazon.  

Participants	  	  

	  
A total of 323 between 18 and 75 years old, non-Indian individuals were selected, consisting of 

a cohort of 131 consecutive RA sufferers and 192 controls. Controls were randomly selected by 

inviting people who lived in the same area as the patients to take part in the study. Controls 

were considered healthy if their medical history did not reveal any chronic diseases, endemic 

infectious diseases or autoimmune diseases and their physical examination and blood tests 

(e.g. glucose) failed to show otherwise. Any individual with one or more of these conditions was 

excluded from the control sample. For individuals who satisfied the medical history requirement, 

5mL of blood sample was collected and genomic DNA extracted, as was done for the patients. 

The DNA samples were registered and stored in a control DNA bank. When this study began, a 

number was selected at random from the register and the corresponding control and 

appropriate number of sequentially numbered controls were taken from the DNA bank, 

matching age and sex as required. The RA sufferers were referenced and then selected at the 

rheumatoid arthritis clinic in the Hospital Geral Adriano Jorge, Manaus, Brazil, and met the 

American College of Rheumatology The 2010 American College of Rheumatology/European 

League Against Rheumatism classification criteria for rheumatoid arthritis [37]. 



	  
 

 
 

	  

Description	  of	  Procedures	  

Patient’s information  

The following information was gathered from the patients’ medical records and collated on a 

form specifically prepared for the purpose: disease duration (DD); age at onset (AO); 

rheumatoid factor (RF), erythrocyte sedimentation rate (ESR) and C-reactive protein (CRP) at 

time of assessment; disease modifying anti-rheumatic drugs (DMARDs) being used; complete 

blood count, kidney and liver function, blood glucose, lipid profile and albumin; use of anti-TNF 

drugs; corticoid dose in use with prednisone-equivalent dose; prior joint surgery (related to RA – 

arthroplasty or arthrodesis); number of years of education; and number of days off work 

(defined as the number of days when the patient was legally unfit for work as determined by the 

appropriate body or entity). Weight, height and a history of smoking were also recorded. 

Patients were classified as having either only joint involvement or systemic involvement, the 

latter being considered to be present when at least one of the following clinical findings was 

detected: subcutaneous nodules, lung fibrosis confirmed by high-resolution computed 

tomography of the thorax; pleural effusion confirmed by chest X-ray; pericardial effusion with 

ecocardiographic evidence; Felty’s syndrome (white blood cell count < 2x106 cells, 

splenomegaly); cutaneous vasculitis (histopathological evidence of leukocytoclastic vasculitis); 

non-compressive peripheral neuropathy confirmed by electroneuromyography; Sjögren’s 

syndrome (confirmed by the Schirmer test, biopsy of minor salivary glands or MRI of salivary 

glands). Disease activity was determined according to the Disease Activity Score for 28 

painful/swollen joints (DAS28) [38] as well as the Health Assessment Quality (HAQ) validated 

for the Portuguese language [39,40]. Serious cases were considered to be those with at least 

one of the systemic manifestations previously mentioned and/or immunotherapy (use of Anti-

TNF medication).  

 

Extraction of Genomic DNA and Genotyping for the TNF -308 G/A Polymorphism (dbSNP 
ID rs1800629)  

DNA was extracted using 5mL of peripheral blood and the rapid trimethyl ammonium bromide 

salts (DTAB/CTAB) technique [41]. The samples were genotyped using a method previously 

described [42]. Briefly, the region of interest (a 147bp fragment) was amplified by PCR using the 

primers 5’-TACCGGGAGTTTTGGATAACGGAG-3’ and 5'-GGGACACACAAGCATCAAG-3'. 

The reaction mixture was prepared in a final volume of 25µL containing 1UI TaqDNA 

Polymerase Platinum® (Invitrogen), 2.5µL of the buffer suggested by the manufacturer (1x) 

(200mM Tris-HCL pH8.4, 500mM KCl), 200ng of DNA, 1.5Mm MgCl2, 200µM dNTPs and 0.1µM 

of each primer in a Thermocycler (Applied Biosystems, USA). Cycling conditions were as 

follows: 10min at 95°C followed by 35 cycles of 95°C for 30s, 60°C for 30s and 72oC for 30s, 

and a final extension cycle at 72°C for 10min. The amplification product was digested with NcoI 

(New England Biolabs, USA) 1U/50ug of DNA, NEBuffer 1X (50mM Tris-HCl, 100mM NaCl, 



	  
 

 
 

10mM MgCl2 and 1mM Dithiothreitol, pH 7.9 at 29oC) and incubated at 37°C for 8 hours. The 

digestion product was separated by electrophoresis on a 3% agarose gel and the bands were 

stained with SyberGreen® (Invitrogen, USA). Genotypes were identified according to the 

following bands: 126pb + 21pb (GG); 147pb + 126pb + 21pb (GA); and a single 147pb band 

(AA). The population studied was observed to be in Hardy-Weinberg equilibrium. 

Ethics	  

 

This study was approved by the Federal University of Amazonas Human Research Ethics 

Committee in accordance with Brazilian law, which complied with the Declaration of Helsinki. All 

the study participants provided written information consent on the analysis of the TNF gene 

polymorphism prior to enrolment. 

  



	  
 

 
 

Statistical	  methods	  	  

 

Descriptive statistics was used to describe the main clinical and demographic RA features. 

Using the results from the genotyping, the χ2 test was applied to investigate the association 

between the each alleles of the controls and patients and susceptibility to RA. The population 

studied was observed to be in Hardy-Weinberg equilibrium using a χ2 test. The two-tailed 

Student t-test was used to compare means when normal distribution was observed in a 

Kolmogorov-Smirnov test. When normality was not observed the nonparametric Kruskal-Wallis 

test was used to compare medians. A forward stepwise multivariate logistic regression analysis 

was applied to select which variables (predictors) influences an individual with RA presents 

systemic disease (dependent variable). A variable is entered into the model if the probability of 

its score statistic is less than p<0.05. For convenient prediction, we kept years of disease 

duration as a continuous variable and others as dichotomous variables. With the purpose of 

analyze the influence of TNF2 allele on severe forms of RA four logistic regression models were 

used considering the previous selected predictors: (a) model 0: including age over than 60 

years old, years of disease duration and rheumatoid factor; (b) model 1: including age over than 

60 years old, years of disease duration, rheumatoid factor and TNF2 allele; (c) model 2: age 

over than 60 years old, disease duration over 10 years, rheumatoid factor and TNF2 allele. A 

final regression analysis was performed to investigate the influence of TNF2 allele on the 

probability of treatment with anti-TNF therapy: (d) model 3: including years of disease duration 

and TNF2 Allele. 

 

Thus, calibration and discrimination abilities of the four models were examined. Calibration 

assesses how closely the predicted probabilities reflect the risk. Observed and predicted 

frequencies by each model were calculated. Goodness-of-Fit test was performed using a 

Hosmer-Lemeshow χ2 statistics for calibration to compare observed and predicted risk deciles; 

and small values indicate good calibration [43]. Discrimination examines the ability to correctly 

classify subjects into different groups. Thus, receiver operating characteristic curve (ROC 

Curve) and an area under curve (AUC) were obtained for accuracy verification of logistic 

regression models. ROC presents a curve of sensitivity (y-axis) against 1-sensitivity (x-axis) at 

different cut-off points of the risk score. Larger AUC values from each ROC indicate better 

discriminative power [44]. 

Results	  
 

Population Characteristics 

A total of 131 RA patients were included in the study and the Table 1 summarizes the main 

demographic and clinical Characteristics of patients with RA. The sample had mean age of 42.7 

years (SD ±2.85), 90.2% women, and 74.24% where rheumatoid factor positive and also 25.7% 

had extra-articular disease, in which Sjögren syndrome was the most frequent systemic 



	  
 

 
 

manifestation, followed by rheumatoid nodules, pulmonary fibrosis and rheumatoid vasculitis. 

No patients who receiving biological therapy because they had had side effects with 

conventional DMARDS were not selected for this study.  

TNF2 Allele in RA susceptibility 

The TNF2 allele frequencies in RA patients (8.4%) and controls (8.6%) was quite similar and no 

association between TNF2 and RA were detected (p=0.926). The Hardy-Weinberg Equilibrium 

was observed in both RA (p=0.294) and controls samples (p=0.192). The Allele Distribution in 

the TNF-308 G/A polymorphism is summarized on Table 2 for both RA patients and controls. 

The Influence of TNF2 Allele on Severe forms of RA  

For the purpose of this study the severe forms of RA were considered to be those with at least 

one of the systemic manifestations previously mentioned and/or immunotherapy (use of Anti-

TNF medication). In this context, Model 0 shows that mains predictors for systemic RA were 

positive rheumatoid factor (OR 1.96, 95% CI 1.02 – 3.74), age beyond 60 years old (OR 4.23, 

95% CI 1.60 – 11.22) and disease duration (OR 1.10, 95% CI 1.00 -1.14). The TNF2 allele was 

also associated with RA severe forms by Model 1 (OR 5.56, 95% CI 1.89 – 16.33) and also by 

Model 2 (OR 5.89, 95% CI 1.98 – 17.51), in which age, especially over 60 years (4.06, 95% CI 

1.45 – 11.38) and disease duration, especially over 10 years (OR 3.10, 95% CI 1.11 – 8.63) 

were the main predictors for extra-articular disease. Obtaining the predicted probability for an 

extra-articular manifestation using Model 2 it is possible to observe that this effect rises with 

disease duration (Figure 1). Não foi observada influencia do alelo TNF2 sobre o DAS28 ou 

HAQ (Tabela 6). 

 

On the other hand, Model 3 shows that TNF2 allele (OR 1.12; 95% CI 1.00 – 1.14) and disease 

duration predicts the use of Anti-TNF agents for properly control of disease activity and,  in 

addition, that probability of Anti-TNF use raises with disease years. Applying Model 3, the Anti-

TNF use probability for patients with five years of disease duration and without TNF2 allele is 

32.87% against 59.82% for those who carriers the TNF2 allele at the same time, showing a 

26.95% growth in the probability of biologics use.  

Models Validation 

The Hosmer-Lemeshow χ2 statistics for goodness-of-fit showed good calibration for all 

prediction models (Table 4).  Model 2 has smallest Hosmer-Lemeshow χ2 statistics 0.574 

(p=0.967). The area under curve for all models was higher than 0.7 and shows good to 

excellent discriminative ability. However, it is noteworthy the better discriminative ability for 

Model 1 (AUC 0.81, 95% CI 0.73 to 0.89) against Model 0 (AUC 0.75, 95% CI 0.69 to 0.87) 

clearly showing that inclusion of TNF2 allele in the model raises probability of extra-articular 

disease (Table 5, Figure 2). On the other hand, Model 2 that include as a variables disease 



	  
 

 
 

duration over 10 years, age over 60 years, rheumatoid factor and TNF2 has a higher specificity 

(96.2%) than other models. The Model 3 showed good discriminative ability (AUC 0.71, 95% CI 

0.61 to 0.78, Figure 3), with a 74% specificity for Anti-TNF use prediction (Table 4). 

Discussion	  
 

This study suggests that the TNF -308 G/A polymorphism is associated with susceptibility to 

some factors related to severity of rheumatoid arthritis as well as with the need for biological 

Anti-TNF therapy in rheumatoid arthritis sufferers from the Brazilian Amazon when the individual 

is a carrier of at least one A allele. This is also the first study to investigate genetic aspects of 

RA sufferers in the Brazilian Amazon. 

 

Table 1 shows the main clinical and demographic characteristics of the cohort of 131 RA 

sufferers, which are similar to those found in other Brazilian states [45,46]. The present study 

showed that RA patients carrying the minor allele A of the TNF2 rs1800629 (G >A) 

polymorphism were not associated with RA in our population, in which the allele A frequency is 

less then in Caucasians nor other Latin-American populations (Table 2) [47-49]. Although the 

TNF2 allele has been associated with RA in Mexicans in North America, as well as Colombians 

and Chileans in South America [50-52], this finding was not confirmed in the present study, in 

which we failed to find this association (p=0.926) (Table 2). Although located in South America, 

Brazil, unlike Spanish-speaking South American countries, is made up by ethnically influence 

from Portuguese populations in which the TNF2 allele is not currently associated with a risk for 

RA [53,54]. No differences between TNF1 and TNF2 alleles were observed for clinical and 

demographic variables such as the ratio of males to females, positive rheumatoid factor, 

DAS28, HAQ, age at diagnosis and number of years of education, although a high number of 

minor allele A carriers were in use of Anti-TNF therapy (Table 3). 

 

Loss of productivity and inability to work have long been recognized to be an important problem 

in RA sufferers [55], and it is reasonable to suppose that high serum TNF levels and greater 

inflammatory activity (DAS28) are related to this, as Anti-TNF therapy is able to reduce 

absenteeism [56]. An important unanswered question is whether the TNF2 allele has an 

influence on these two factors. The influence of this allele on incapacity for work in patients who 

had the disease for more than 10 years has been described, although no association with 

DAS28 was observed [53]. It should be stressed that in the present study, incapacity for work 

was assessed by the number of people who were registered in the Brazilian social security 

system (INSS) as having retired because of disability or being on sick leave. Hence, other 

patients, who are not fit for work but do not have social security cover, or even retired people 

who do not feel able to carry out daily life activities or do not feel fit for work, may not have been 

included in the analysis. Specific questionnaires to measure incapacity for work or productivity 

were not applied [57]. Nevertheless, there was no difference between TNF1 and TNF2 alleles 

among individuals who were registered in the INSS as having retired or being on sick leave. Nor 



	  
 

 
 

was TNF2 found to be associated with pensions granted by INSS in the study population. 

 

However, a relationship was observed between the TNF2 allele and a larger number of severe 

cases, here considered to be those rheumatoid arthritis patients with systemic manifestations 

(p=0.001; OR 5.89).  According with our data, this effect rises with aging and disease duration 

(Figure 1), especially in those patients who are beyond the sixty years old (p=0.008; OR=4.06) 

and/or more than ten years of disease duration (p=0.031; OR=3.10). Most data about extra-

articular RA manifestations is obtained from Caucasians and achieves approximately 15% of 

RA case in disease evolution. The main predicting factors that were identified for this condition 

are a positive rheumatoid factor or anti-citrullinated protein antibody, smoking and age. The 

extra-articular disease in RA is serious condition not only because it reduces the quality of life, 

but also because it is associated with a high morbidity and mortality rates, especially by 

cardiovascular diseases [58].  

 

Obviously, it should be remembered that there is not one parameter alone that is sufficiently to 

clearly identify a patient with more severe RA or with a worse prognosis. Furthermore, many 

authors agree with the fact that systemic inflammatory process associated with extra-articular 

disease is a major preditor of mortality in RA. This in itself shows the severity of extra-articular 

forms of the disease.  

 

Concerning TNF gene polymorphisms, there are data relating the rare TNF2 allele to a higher 

transcriptional activity than the common TNF1 allele, although a lack of such an association has 

also been reported in non-white populations, depending on the HLA ancestral haplotype 

carrying this SNP [59-61]. Regardless of potential controversies, most data suggest a potential 

role of the TNF2 rs1800629 polymorphism in the regulation of TNF gene expression [21,22] 

and, in those patients who do not achieves high standards of disease activity control, a higher 

serum TNF levels by his pro-inflammatory endothelial and systemic effects may imply in the 

increasing of other autoimmune phenomena, such extra-articular manifestations, with aging and 

years of disease. In this line of reasoning, recently, TNF2 allele was involved in high 

cardiovascular events in a large RA sample  and as proinflammatory phenotype component 

contributing for reducing longevity [62,63]. In addition, immune aging is a known mechanism of 

autoimmunity and even in RA appears to be a representative way phenomenon for RA 

susceptibility and comorbidity [64]. The senescence immune system in RA, specifically, 

increased frequencies of CD4+CD28null T cells that are associated with more severe disease 

[65]. In early RA, the frequency of CD4+CD28null T cells is a predictor for erosive progression. 

On the other hand, in the established disease, the frequency correlates with extra-articular 

manifestations. Increased frequencies are seen in nodular disease, and the highest frequencies 

are found in patients with rheumatoid vasculitis [66,67]. Thus, our findings those suggest an 

association effect of older age, long disease duration and a proinflammatory TNF2 allele may 

not coincidental, but an additive and interacting effect of immune aging and underlying 



	  
 

 
 

proinflammatory status that raises the frequency of extra-articular manifestations and also poor 

responses to traditional DMARDS. 

 

The response to Anti-TNF therapy was not evaluated, although patients who were carriers of at 

least one A allele were more likely to undergo immunotherapy (p=0.023; OR 1.10), reflecting the 

severity of the disease in these patients. Like the Portuguese [55], South American patients of 

Spanish origin who are carriers of this allele also appear to exhibit greater clinical severity and 

little response to Anti-TNF [51,68-71] (Table 5).  

Limitations	  

 

Some study limitations are noteworthy. Frist, while the association between TNF2 allele and 

extra-articular disease or use of biologics remains significant, only prospective studies have the 

potential to reveal and assess this effect accurately. This study can not be widely generalized to 

other populations because it included only individuals of the Brazilian Amazon. In addition, did 

not include the African-descended Brazilians, or Indian individuals, and the influence of the 

TNF2 allele in these ethnic populations of the Amazon remains a problem.  However, it should 

be stressed that African-Brazilian individuals were not genetically representative in this region 

[54]. We did not assess other TNF promoter polymorphisms and HLA-shared epitope alleles 

that can be in linkage disequilibrium with TNF2 allele possibly contributing to that influences we 

find on severe forms of RA [72]. 
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Figure Legends 
 
Figure 1. Predicted of event probability for extra-articular manifestations over the time of 
disease duration considering individuals under 60 years and positive rheumatoid factor. The 
event probability raises over time when the TNF2 allele where present. 
 
Figure 2. ROC curve for all Logistic Regession Models that considering a probability of extra-
articular RA manifestations.  
 
Figure 3. ROC curve for Logistic Regression Model 4 that considering a probability of bilogics 
use over the time when and the TNF2 allele is present. The Area Under Curve (AUC) of 0.71. 
 



	  
 

 
 

Tables	  
 
Table 1 The Main Demographic and Clinical Characteristics of Patients with Rheumatoid Arthritis and Controls in the 
Brazilian Amazon Region 
Characteristics  131 patients Control Individuals 
Female (%) / Male (%) 90.2 / 9.8 89.3% / 10.7% 
Age, mean (SD) 48.5 (±12.4) 49.2 (±12.1) 
Age at Diagnosis, mean (SD) 42.4 (±13.1) - 
Duration of the Disease, mean (SD) 4.7 (±2.85) - 
Rheumatoid Factor, n (%) 98 (74.8) - 
Patients Beyond 60 year’s old, n (%) 24 (18.3) - 
Patients with more than 10 years of disease, 
n (%) 

27 (20.6) - 

DAS28, mean (SD) 4.8 (±1.43) - 
HAQ, mean (SD) 1.68 (±0.901) - 
Systemic Manifestations, n (%) 34 (25.3) - 
DMARDS, n (%) 91 (69.4) - 
Biologics (Anti-TNF), n (%) 40 (30.5) - 
Social Security (INSS), n (%) 66 (50.3) - 
Retired, n (%) 11 (16.6) - 
Retired because of Disability, n (%)  6 (9.10) - 
Days Off Work, mean (SD)  436.6 (±271.1) - 
Number of Years of Education, mean (SD) 9.47 (±4.63) - 
Third Level Education, n (%)  7 (5.34) - 
  
 
 
Table 2 Allele Distribution in the TNF-308 G/A Polymorphism in Rheumatoid Arthritis Sufferers and Controls 

Alleles RA Patients 
(n=131) 

Allele 
Frequency 

HWE 
p2 

Controls 
(n=192) 

Allele 
Frequency 

HWE 

p2 
p1 OR Confidence 

Interval  
G 109 0.9160 0.294 159 0.9141 

 
0.192 0.926 0,97 0.54 – 1.76 

A 22 0.084  33 0.086     
1Chi Square test, significance level p<0,05 
2Hardy-Weinberg Equilibrium 
 
 
Table 3. Influence Analysis of TNF2 Allele on RA Clinical Features 
RA Features A G p 
Female1, % 90.9 89.9 0.886 
Male1, % 9.0 10.1 0.886 
Rheumatoid Factor1, % 77.2 75.2 0.839 
Age2, mean (SD) 47.8 (±14.5) 48.6 (±12.0) 0.785 
Age at Diagnosis2, mean (SD) 43.2 (±14.3) 42.1 (±13.0) 0.787 
Years of Disease3, median 2.5 3.0 0.853 
DAS282, mean (SD) 4.67 (±1.57) 4.84 (±1.41) 0.621 
HAQ3, median 2.0 1.62 0.083 
DMARDS1, % 40.1 66.9 0.021 
Biologics1, % 59.1 33.0 0.021 
Days off work3, median 365 180 0.408 
Retired because of Disability1, % 22.7 13.8 0.286 
Years of Education3, median 9 10 0.507 
1 χ2 test for association, significance level p<0.05 
2 Two-tailed Student t test, significance level p<0.05 
3 Kruskal-Wallis test adjusted for ties 
 



	  
 

 
 

Table 5 Logistic Regression Tables for All Models  
 
Predictor Coefficients p Odds Ratio 95% Confidence 

Interval 
Model 0a     
Constant -2.8712 0.0001 – – 
Age over 60 years 1.4429 0.0040 4.23 1.60 – 11.22 
Rheumatoid Factor 0.6717 0.0420 1.96 1.02 – 3.74  
Disease Duration 0.0670 0.0480 1.10 1.00 – 1.14 
Model 1b     
Constant  -3.2976 0.0001 – – 
Age over 60 years 1.4308 0.0060 4.18 1.50 – 11.70  
Disease Duration 0.7029 0.0420 1.10 1.00 – 1.15 
Rheumatoid Factor 0.6899 0.0450 1.99 1.02 – 3.91 
TNF2 Allele 1.7152 0.0020 5.56 1.89 – 16.33 
Model 2c     
Constant -3.2652 0.0001 – – 
Age over 60 years 0.5262 0.0080 4.06 1.45 – 11.38 
Disease Duration over 10 
years 

0.5227 0.0310 3.10 1.11 – 8.63 

Rheumatoid Factor 0.7294 0.0350 2.07 1.05 – 4.09 
TNF2 Allele 1.7737 0.0010 5.89 1.98 – 17.51 
Model 3d     
Constant -1.0440 0.0001 – – 
Disease Duration 0.0661 0.0460 3.04 1.17 – 7.91 
TNF2 Allele 1.1118 0.0230 1.10 1.00 – 1.14 
a p = 0.0001 
b p = 0.0001 
c p = 0.0001 
dp = 0.0090 
 
Table 6. Logistic Regression for TNF2 Allele Influence Analysis on DAS28 and HAQ 
Predictor Coefficients p Odds Ratio 95% Confidence 

Interval 
DAS28 > 3.1a     
Constant 0.8733 0.097 – – 
Age over 60 years 0.8004 0.224 2.64 0.55 – 12.7 
Rheumatoid Factor 0.0241 0.930 1.02 0.60 – 1.76 
Disease Duration 0.1928 0.041 1.21 1.01 – 1.46  
TNF2 Allele -0.2817 0.659 1.01 0.22 – 2.64 
HAQ > 1.0 b     
Constant  0.7915 0.077 – – 
Age over 60 years 1.4233 0.541 1.02 0.95 – 1.10 
Disease Duration 0.0235 0.066 4.15 0.91 – 18.9 
Rheumatoid Factor -0.0753 0.876 1.02 0.36 – 2.39 
TNF2 Allele 0.7366 0.270 2.64 0.56 – 7.73  
a p=0.056 
b p=0.151 
 


