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Saber
O vento da primavera que sopra suavemente nos homens
Provérbio chinés

..Viver ndo € necessario; o que ¢ necessario € criar.
Nao conto gozar a minha vida; nem em goza-la penso.
S6 quero torna-la grande,

ainda que para isso tenha de ser o meu corpo ¢ a (minha
alma) a lenha desse fogo.

S6 quero torna-la de toda a humanidade;
ainda que para isso tenha de a perder como minha.
Cada vez mais assim penso. ..

Fernando Pessoa
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RESUMO

A Artrite Idiopatica Juvenil (AlJ) abrange um grupo de doengas caracterizadas
pela inflamagdo cronica sinovial com densa infiltragdo de linfocitos T. E uma das mais
prevalentes entre as doencgas reumaticas cronicas da infancia, podendo acarretar
incapacidade motora permanente. Nao ¢ conhecido fator causal at¢ o momento. Ha
evidéncias da acdo imunoldgica pela confirmacdo da elevagdo dos niveis séricos € no
liquido sinovial de interleucinas e receptores de interleucinas tais como IL-6 ¢ TNFa. Um
receptor que esta sendo associado ao estabelecimento do processo inflamatério nas
doengas auto-imunes ¢ o receptor de quimiocinas CCRS. As quimiocinas sdo moléculas
pro-inflamatérias que funcionam através da ativagdo e atragdo quimica dos leucocitos. Elas
exercem atividade quimiotatica sobre neutrofilos, linfocitos e mondcitos, tendo papel
importante em todas as fases da inflamagdo. A variante polimérfica CCRS5delta32 esta
descrita como protetora contra infecgdes por HIV-1 e doengas como Artrite Reumatdide
(AR), mas hé poucos estudos na AlJ. O objetivo deste estudo foi avaliar a associagdo da
variante polimorfica delta32 do receptor de quimiocinas CCRS5 com a Artrite Idiopatica
Juvenil e com seus subtipos oligoarticular, poliarticular e sist€émico. Trata-se de um estudo
caso-controle com 101 pacientes que completaram critérios de AlJ oligoarticular,
poliarticular e sistémico, ¢ 104 individuos saudaveis, caucasoides, acima de 16 anos,
pareados por sexo. O DNA foi extraido e genotipado para a presenga do alelo
CCR5delta32 por reacao em cadeia da polimerase. O teste de Qui-quadrado foi usado para
comparar as diferencas entre as freqiiéncias das variantes alélicas. Entre os 101 pacientes,
80 eram do sexo feminino (79,2%); a média de idade do inicio da doenca foi 4,8 anos +
3,1; a média de tempo de doenca foi 5 anos +2,6. A presenga do alelo CCR5delta32 foi
mais elevada nos pacientes com AlJ (9,4%; P=0,049) e no subtipo sistémico (25%;
P=0,004) em comparagdo com o grupo controle (4%), enquanto ndo houve diferenca nos
subtipos oligoarticular (4%; P=0,757) e poliarticular (10%; P=0,071). Este estudo permitiu
concluir que a freqiiéncia do alelo CCR5delta32 foi maior em pacientes com AlJ e em
pacientes com o subtipo sist€émico, e semelhante aos controles nos pacientes com 0s
subtipos oligoarticular e poliarticular. Os resultados também sugerem a existéncia de

diferenca na susceptibilidade genética e imunopatoldgica entre os subtipos de AlJ.



XIV
SUMMARY

The Juvenile Idiopathic Arthritis (JIA) includes a group of diseases
characterized by chronic synovial inflammation with dense T lymphocyte infiltration. It
is one of the most prevalent among the rheumatic chronic diseases of the childhood, and
could lead to permanent motive inability. There is not causal factor identified until the
moment. There are evidences of the immunological action through the elevation of
cytokine blood serum levels and interleukins receptor such as IL-6 and TNF. A receptor
that is being associated to the establishment of the inflammatory process in auto-immune
diseases is the chemokine receptor CCR5. Chemokines are pro-inflammatory molecules
that act through the activation and chemoattraction of the leucocytes. They exercise
chemotatic activity on neutrophyls, lymphocytes and monocytes and develop important
functions in all phases of the inflammation. The polymorphic variant CCR5delta32 was
described as protective against infections for HIV-1 and diseases as Rheumatoid Arthritis
(RA), but there are few studies in JIA. The objective of this study was to evaluate the
association of the polymorphic variant delta32 of the chemokine receptor CCRS and
Juvenile Idiopathic Arthritis subtypes: polyarticular, oligoarticular and systemic. It is a
case-control study with 101 patients that fulfilled the criteria of oligoarticular,
polyarticular and systemic JIA, and 104 healthy, caucasian individuals, above 16 years
old, matched by gender. The DNA was extracted and genotyped for the presence of the
CCR5delta32 allele by polimerase chain reaction. The Chi-square test was used to
compare the differences among the frequencies of the allelic variants. Among the 101
patients, 80 were female (79,2%); the average of age on the beginning of the disease was
4,8 years + 3,1; the average of time of disease was 5 years + 2,6. The largest frequency of
the CCR5delta32 allele was statistically significant in the patients with JIA (9,4%;
P=0,049) and the subtype systemic arthritis (25%; P=0.004) as compared to the controls,
while there was not difference between the oligoarticular (5%; P=0,757) and
polyarticular subtypes (10%; P=0.071) and controls (4%). This study allowed concluding
that the frequency of the CCR5delta32 allele was higher in patients with JIA and subtype
systemic, and similar to the controls in the patients with oligoarticular and polyarticular
subtypes. The result also suggests the existence of difference in the genetic

immunopathologic susceptibility among the JIA subtypes.
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1. INTRODUCAO

1.1 Conceito

Artrites Idiopaticas Juvenis (AlJ) compreendem um grupo heterogéneo de
doengas de inicio, evolugdo, aspectos imunologicos distintos, tendo como fator comum a
presenca de artrite cronica em criangas menores de 16 anos (WELDT et al, 2001). O
diagnostico ¢ clinico, feito a partir da observacao de edema ou limitagdo de movimento

articular com presenca de calor e dolorimento (WEISS & ILOWITE, 2005).

1.2. Histdrico

A reumatologia pediatrica ¢ uma especialidade nova dentro da pediatria. Na
Inglaterra foi considerada como especialidade médica em 1995 pelo Royal College of
Phisicians of the UK (WOO, 1997; WOO & WEDDERBURN, 1998). No Brasil ¢
considerada como habilitacao desde 1998.

A primeira descri¢cdo de sinais e sintomas de doenga reumatica em criancas foi
realizada por Thomas Phaer em 1545, que a atribuiu a exposi¢do da crianga ao frio
(SCHALLER, 2005; WOO & WEDDERBURN, 1998). Esse mesmo autor descreveu suas
observagdes sobre o beneficio do banho morno, hidroterapia e ervas sobre as doengas
reumaticas. Cornil, Paris- 1864-, foi o primeiro médico a fazer o relato de caso de uma
crianga com artropatia inflamatoria. Moncorvo em 1880, médico brasileiro, fez o relato de
um caso de artrite em uma crian¢a francesa com revisdao de oito casos da literatura
(SCHALLER, 2005).

O Dr George Frederic Still, além de poeta, foi um cientista visionario em seu
tempo. Apos analisar 22 pacientes pediatricos com artrite, publicou seu famoso artigo “On
a form of joint chronic disease in children”, em 1897, declarando que a artrite na infancia
apresentava quadro clinico e evolugao distinta da artrite reumatdide do adulto. Além disso,
conseguiu separar a artrite cronica da infancia em trés grupos e assinalou que a doenga na
crianca ndo deveria ser chamada de artrite reumatoide (STILL, 1897). No entanto, em
1957 ainda descrevia-se em livros a artrite reumatoide como uma doenca que ocorria em

criangas e adultos, com poucas diferencas entre eles (SCHALLER, 2005).
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Em 1959 a maioria dos médicos e cientistas estava voltada para a Febre
Reumatica, doenca que podia ser prevenida e controlada. Mas alguns como a Dra Ansell
preocupavam-se também com outras formas de artrite na crianga e sugeriram uma
nomenclatura para elas, junto com Dr Bywaters. Bywaters, em 1968, fez a primeira
classificagdo das artrites cronicas da infancia baseado no tipo de inicio da enfermidade, o
que serviu como guia para as proximas classificagdes (BYWATERS, 1977; WEIDT et al,
2001).

As pesquisas sobre o uso de medicagdes, associagdo familiar, associacdo ao
HLA, sempre foram relativamente prejudicadas pelo nimero de pacientes, que nao
chegava ao numero necessario para ter poder estatistico. Em 1970, pesquisadores
observaram as complicagdes no crescimento das criangas com uso de glicocorticdides, mas
como descreveram Still e Conil a doenca sistémica também retarda o crescimento (WOO,
1997). As nomenclaturas para a artrite inflamatoria auto-imune na crianga tiveram os
nomes de Artrite Reumatoide Juvenil (ARJ), Artrite Cronica Juvenil (ACJ) e agora Artrite

Idiopatica Juvenil (AlJ)), tentando contemplar as particularidades dessa doenca na infancia.

1.3 Classificacéo

Nao ha um termo de aceitacdo universal para a artrite inflamatdria cronica que
acomete criancas. Previamente eram usados os termos Artrite Cronica Juvenil (ACJ) pela
Liga Européia Contra o Reumatismo (EULAR); e Artrite Reumatdide Juvenil (ARJ) pelo
Colégio Americano de Reumatologia (ACR). Ambas as nomenclaturas surgiram no ano
de 1977 (JRA CRITERIA SUBCOMMITTEE, 1977). As particularidades existentes entre
as duas nomenclaturas prejudicavam o entendimento, pesquisas, uso dos termos e inclusive
tratamento destas doengas. Outros pontos de discordancia foram os termos “reumatéide” e
“crénico”, que ndo estdo muito apropriados para a doenga na infancia. Menos de 10% das
artropatias inflamatdrias na infancia tém fator reumatdide positivo. Diferente da Artrite
Reumatdide, numerosos pacientes tem curso imprevisivel da doenca, podendo ter
episodios repetidos de artrite, de curso benigno, com remissdo por um longo periodo de
tempo e inclusive o desaparecimento dos sintomas, ndo cabendo o estigma de doenca
cronica para esta criangca. (WELDT et al, 2001; THOMPSON et al, 2001; THOMSON &
DONN, 2002). Com o intuito de unificagdo dos termos, membros do comité de Pediatria
da Liga Internacional de Associagdes de Reumatologia (ILAR) reuniram-se em 1994 em

Santiago, Chile, e propuseram uma nova classificacdo. Apds a aplicagdo desta
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classificagdo em varios paises, inclusive no Brasil, um novo encontro ocorreu em 1997 em
Durban, Africa do Sul, definindo a classificagdo que estd em uso atualmente e que consta
de sete entidades reunidas sob a denominagdo de Artrites Idiopaticas Juvenis (AlJ)
(COMITE DE REUMATOLOGIA PEDIATRICA SOCIEDADE DE PEDIATRIA, 1996;
PETTY etal, 1998; THOMSON et al, 2002; WELDT et al, 2001).

Tabela 1: Diferentes classificacdes de artropatia inflamatdria na infancia

ACJ (EULAR-1977) ARJ (ACR-1977) AlJ (ILAR-1997)

Sistémica Sistémica Artrite Sist€émica

Poliarticular (FR-) Poliarticular Oligoartrite

ARJ (Poliarticular FR+) Oligoarticular -persistente

Oligoarticular -estendida

Soronegativas Poliartrite FR+
-EAJ Poliatrite FR-
-DII Artrite relacionada com entesite
-APJ Artrite Psoriasica

Nao classificada ou outros
-ndo preenche nenhuma categoriade 1 a 6
-preenche mais de uma categoriade 1 a 6

EAJ: espondilite anquilosante juvenil; DII: doenga inflamatodria intestinal; APJ: artrite psoridsica juvenil
FR-: fator reumatoéide negativo; FR+: fator reumatdide positivo

De acordo com esta classificacdo, para ser considerado como tendo uma das
AlJ a crianga deve apresentar artrite por mais de 6 semanas, em uma ou mais articulagdes e
ter outros diagnosticos descartados. A idade de 16 anos ou menos foi usada arbitrariamente
para definir as artrites juvenis. Aguarda-se um periodo de seis meses para firmar-se a
classificagdo em um determinado subtipo da doenca (WEISS & ILOWITE, 2005). A
freqliéncia de apresentagdo das AIJ por subtipos €: oligoartrite, 50-60%; poliartrite, 20-
30%; sistémica, 10-20%; psoriasica, 2-15%; artrite com entesite, 1-7% (OLIVEIRA,
2001).
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1.4 Etiopatogenia

A etiologia ¢ desconhecida e, como a AlJ envolve expressdes clinicas
distintas, provavelmente ¢ diferente para cada um dos subtipos descritos (tabela 1)
(PRUDENCE, 2002).

A sinovite persistente ¢ atribuida a uma disfungdo auto-imune. Nao se
conhece o fator causal do processo. Supde-se que seja doenca de origem multifatorial,
com componente genético, imunoldgico e ambiental. Uma das hipdteses ¢ que AlJ
ocorra em criangas geneticamente predispostas a partir de um estimulo do tipo
alteracdo hormonal, trauma articular, infec¢ao viral ou bacteriana que ative o sistema
imune (WEISS & ILOWITE, 2005).

O sistema imunologico gera uma grande quantidade de células T e B com
receptores antigeno especificos, através de um processo estocastico, podendo haver
surgimento de células com potencial de auto-reatividade. Para evitar quebra da auto-
tolerancia, sdo necessarios uma sériec de mecanismos centrais (timo ¢ medula) e
periféricos (6rgaos linfoides secundarios) (OLIVEIRA, 2001; WELDT et al, 2001).
Potencial falha neste mecanismo estaria associada com o surgimento de doengas auto-
imunes.

O componente genético certamente envolve mais de um gene. A sua
evidéncia ¢ observada em estudos que mostram a alta concordéancia do tipo de inicio e
do risco de recorréncia de AlJ entre irmaos (MOROLDO et al, 1997, PRAHALAD et
al, 2000).

Os estudos prosseguem na pesquisa de fatores que possam estar
relacionados ao desencadeamento e perpetuacao da artropatia inflamatdria na infancia

(WELDT et al, 2001).

1.5 Atividade Inflamatoria na AlJ

Na AlJ a similaridade entre os subtipos ¢ a inflamacao articular que pode
levar a degradacdo da cartilagem e erosdo do osso subcondral com prejuizo do
desenvolvimento motor da crianga (OLIVEIRA, 2001).

O liquido sinovial ¢ um ultrafiltrado do plasma, viscoso, com poucas
células. A filtracdo se d4 pela membrana sinovial, que recobre a capsula articular
internamente. O processo inflamatdrio articular promove aumento da produ¢do do

liquido sinovial e diminui¢ao da sua viscosidade. Vérias células inflamatorias sao
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encontradas no liquido sinovial quando de um processo artritogénico, como
neutrofilos, células plasmaticas, dendriticas, células T e mediadores de inflamacao
como citocinas.

A principal manifestagdo clinica da AlJ ¢ o edema articular persistente
que resulta da combinag¢do do acimulo de liquido sinovial e o espessamento sinovial.
O tecido sinovial ¢ invadido por linfécitos e células plasmaticas ocasionando
hiperplasia sinovial vilosa e angiogénese.

Sinovidcitos sdo células que compdem uma camada de revestimento da
sindvia sobre um estroma de tecido conjuntivo que abriga fibroblastos, células
dendriticas, mastdcitos, vasos sangiiineos e linfaticos. Com a manutengdo da
inflamacdo e proliferacdo de células inflamatérias forma-se o “pannus”. “Pannus”,
entdo, vem a ser o tecido resultante da proliferacdo dos sinovidcitos, invasdao de
células inflamatorias, e neoformacgao vascular (ZVAIFLER & FIRESTEIN, 1994).

A inflamagao sinovial das criangas com AlJ mostra densa infiltragdo de
linfocitos T, que sdo vistos em aglomerados ao redor de células dendriticas
(SILVERMAN et al, 1993). O recrutamento continuado destas células T altamente
diferenciadas pode contribuir para a persisténcia de uma sinovite destrutiva, mas os
mecanismos desse recrutamento ndo sdo completamente entendidos (MURRAY et al,
1997).

Cabe mencionar novamente que a artrite das criangcas com AlJ € clinica e
geneticamente distinta da AR dos adultos (GLASS & GIANNINI, 1999; THOMSON
& DONN, 2002; WOO & WEDDERBURN, 1998).

1.6 Quimiocinas

Sao pequenas proteinas basicas que estdo entre os maiores mediadores da
migra¢do leucocitaria para o sitio da inflamagdo (KEANE & STRIETER, 2000). Elas
promovem a migra¢do quimiotatica de linfécitos e monocitos para os sitios de
inflamacdo (compartimento sinovial), a partir de sua ligagdo com receptores
especificos presentes na membrana destas células (KOHEM, et al, 2005). Ha pelo
menos 46 quimiocinas distintas e 19 receptores de quimiocinas. Elas podem ser
benéficas ou danosas, tanto por estimular uma resposta imune apropriada contra
microorganismos invasores quanto por mediar a destruicdo patoldgica de tecidos em

muitos tipos de doengas humanas (CHRISTOPHERSON & HRONAS, 2001). Ha duas
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familias principais de quimiocinas, denominadas CXC e CC (LUSTER, 1998). As
quimiocinas CXC agem sobre os neutrdfilos e células ndo hematopoiéticas envolvidas
na cicatriza¢do, enquanto as quimiocinas CC t€ém um amplo espectro de agdo, agindo
principalmente sobre os monocitos, linfocitos T ¢ B, natural killer ¢ células
dendriticas (LLOYD & GUTIERREZ, 1998). Mondcitos e macrofagos teciduais sao
fontes ricas de quimiocinas CC. A CCL2 e a CCLS, previamente conhecidas como
MCP-1 ¢ MCP-2 respectivamente (monocyte chemoattractant protein-1 e 2) sdo os
principais produtos dos mondcitos estimulados. Os linfocitos sdo fontes de algumas
quimiocinas, particularmente CCLS5, previamente conhecida como RANTES
(regulated upon activation of normal T cell expressed and secreted), CCL3, ou MIP-
la (macrophage inflammatory protein-1 a) e CCL4 ou MIP-1p. Células endoteliais,
fibroblastos, células epiteliais e outras células renais também produzem quimiocinas
CC depois de um estimulo apropriado (PREMARK, 1996).

As fungdes das quimiocinas sdo mediadas através de receptores de
quimiocinas transmembrana expressos na superficie de varias células (WARD et al,
1998). No caso do CCRS, sua expressdo € mais comum entre certos tipos celulares,
especificamente linfocitos Thl e macréfagos, levando a resposta imune do tipo Thl
(LOETSCHER et al, 1998) que produz interferon gama (IFN vy), fator de necrose
tumoral beta (TNF B), e interleucina 2 (IL2) (LOETSCHER, 1998; SALLUSTO et al,
1998).

A descoberta de que certos receptores de quimiocinas, principalmente o
CCRS (figura 1), serviriam como portas para a entrada do virus HIV-1 nas células foi
um importante avangco no entendimento da patogénese da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (ALKHATIB, 1996; CHOE, 1996; DORANZ et
al, 1996; DENG et al, 1996). Temos varios receptores para antigenos localizados em
linfécitos T e B. Servem como protecdo contra a invasdo de microorganismos.
(LAHDENNE et al, 2003; SHADIDI, 2004). Os receptores de quimiocinas CCR5 sao
expressos em células T ativadas. Estas células t€ém perfil de citocina tipo Thl. O gene
que codifica o CCRS5 esta localizado na regido p21.3 do cromossomo 3 humano.
Outros genes de receptores de quimiocinas estdo proximos desta regido. CCRS ¢ um
dos receptores da familia de quimiocinas CC (composta por CCL3, CCL4, CCL5)

presente principalmente em células do sistema imune como linfécitos e macréfagos.
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Tem a fungdo de encaminhar estas células ao sitio de inflamac¢do (VARGAS et al,
2006). Numa réapida sucessdao de estudos epidemioldgicos, identificou-se a existéncia
de um alelo mutante para o gene CCRS5, que carrega uma dele¢do de 32 pares de bases
(delta32), sendo denominado CCRS5A32 (figura 2). Os estudos mostraram que os
individuos homozigotos para o alelo com a dele¢do eram resistentes a infecgdo pelo
virus do HIV-1 que tem tropismo por macrofagos (LIU et al, 1996; ZIMMERMAN et
al, 1997). Individuos heterozigotos parecem ndo estar protegidos contra a infec¢do
pelo HIV-1; entretanto, apresentam menor carga viral e progressdao de doenga mais
lenta (HUANG et al, 1996). Verificou-se, também, menor freqiiéncia de heterozigotos
nos soropositivos (SAMSON et al, 1996).

A variante polimorfica CCR5A32 provoca a producdo de uma proteina
truncada nos individuos heterozigotos, € nos homozigotos, causa completa perda do
receptor na superficie celular. O alelo CCR5A32 tem sido estudado e sua freqiiéncia
varia de zero em populacdes ndo caucasoides até aproximadamente 14% em certas
populagdes européias (GOMEZ-REINO et al, 1999; ZAPICO et al, 2000). No Brasil a
equipe do Dr. Chies encontrou 6,6% na populagcdo branca do Rio Grande do Sul
(VARGAS et al, 2006). Ha evidéncias que a perda da expressao do CCRS5 poderia
afetar certas respostas inflamatorias, resultando em protegdo contra o surgimento e
severidade de certas condi¢des inflamatorias como a artrite reumatdide (GOMEZ-
REINO et al, 1999; PRAHALAD, 2006; ZAPICO et al, 2000) ¢ doengas auto-imunes
e inflamatdrias cronicas como glomerulonefrites, nefrite lupica, asma e esclerose
multipla (HALL et al, 1999; SEGERER et al, 1999; SELLEBJERG et al, 2000).
Estudos de nossa equipe ndo confirmaram envolvimento do CCR5A32 na
susceptibilidade ao Lupus Eritematoso Sistémico (MARASCA et al, 2004).

O receptor de quimiocinas CCRS5 tem papel importante na patogénese da
inflamagdo da artrite reumatdide (GARRED et al, 1998) e esta associado com o
surgimento de artrite em ratos com artrite induzida (PLATER-ZYBERK et al, 1997).
Individuos homozigotos para a delegdo CCR5A32 estdo protegidos contra o
desenvolvimento de artrite reumatdide segundo alguns estudos (PRAHALAD et al,
2006, ZAPICO et al,2000) mas sem associacdo em outros. (COOKE et al, 1999;
GOMEZ-REINO et al, 1999), No estudo de Kohem et al, ndo houve associagdo entre

delecdo e AR mas os pacientes com dele¢do apresentavam evolucdo mais grave da
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doenga, com erosdes e resisténcia aos medicamentos utilizados. Outro estudo
mostrou que individuos portadores de artrite reumatoide e com presenca do alelo
para a delegdo CCR5A32 teriam uma doenga menos destrutiva em comparacio a
pacientes sem delegdo (ZAPICO et al, 2000). Também foi demonstrado que na
inflamag¢ao da sinovia de portadores de artrite reumatoide, a infiltragdo leucocitaria
por células mononucleares era predominantemente de células que expressavam o
receptor CCR5 (MACK et al, 1999). Aproximadamente 20 a 30% das células T
periféricas e 10% dos mondcitos sdo CCRS5 positivos (SEGERER et al, 1999).

A avaliacao do polimorfismo do CCR5A32 na artrite reumatdide em 162
pacientes mostrou diferenca significativa com controles, sugerindo que a inibi¢ao do
receptor de quimiocinas possa modificar a terapéutica da AR (GARRED et al, 1998)

Ha poucos estudos sobre quimiocinas e a expressdao dos receptores de
quimiocinas nos processos inflamatdrios articulares em criangas com AlJ. Um estudo
em 20 pacientes com AlJ tipos oligoartrite e poliartrite encontrou alta expressao de
CCRS5, CXCR3, IFN gama, IL4 no liquido sinovial, sendo identificada delecdo
completa do receptor CCR5 em uma crianga com oligoartrite estendida.

(WEDDERBURN et al, 2000; YILMAZ et al, 2001).
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Figura 1. Representagdo de um receptor de quimiocinas CCRS.
Fonte: www.cdc.gov/ncidod/eid/vol3no3/
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Figura 2. Representacéo da deleg@o do receptor CCRS no cromossomo 3.
Fonte: www.cdc.gov/ncidod/eid/vol3no3/
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1.7 Epidemiologia

AlJ ¢ a artropatia reumatica cronica mais comum em paises desenvolvidos
(WEISS & ILOWITE, 2005). No Brasil, dependendo da regido, ultrapassa em
freqiiéncia a Febre Reumatica, como ¢ o caso do Rio Grande do Sul. Tal observacao ¢
sustentada pelos registros de atendimentos de hospitais como Hospital da Crianga
Santo Antdnio, pertencente ao Complexo Santa Casa de Porto alegre e o Hospital de
Clinicas (SCHEIBEL et al, 2001) A prevaléncia de Artrite Cronica da Infancia (ACI)
¢ muito variavel entre os diversos servicos. Estudos sobre a incidéncia e prevaléncia
de ACI de acordo com os critérios de classificagdo do EULAR ¢ ACR mostram
variagdes de 2 a 20 /100.000 criancas/ano e a prevaléncia de 16 a 150/100 000
habitantes (CASSIDY & PETTY, 2001). Em um estudo que incluiu o exame fisico de
criangas por reumatologistas pediatricos, foi constatado 9 casos de artrite cronica em
2.241 criangas de 12 anos, uma prevaléncia de 4/1000 (WEISS & ILOWITE, 2005).
Nao ha registro de trabalhos epidemiologicos multicéntricos sobre a incidéncia e/ou

prevaléncia da AlJ no Brasil.

1.8 Quadro clinico conforme subtipos

1.8.1 Oligoartrite

Na AlJ subtipo oligoarticular ocorre artrite em quatro ou menos
articulagdes por um tempo minimo de seis semanas. Se apOs seis meses a artrite
acometer mais de quatro articulagdes serd denominada oligoartrite estendida, sendo
ficara com a denominagdo de oligoartrite persistente. Acomete grandes articulagdes
como joelhos, tornozelos e cotovelos com aumento do volume, dolorimento e calor,
eritema ndo ¢ comum. A monoartrite de joelhos ocorre em metade dos casos desta
forma de AIl (WEISS & ILOWITE, 2005). O paciente com AIJ subtipo
oligoarticular apresenta-se clinicamente bem na maioria das vezes. As manifestagdes
extra-articulares sdo incomuns, exceto pelo comprometimento ocular, que ocorre
especialmente em meninas com menos de cinco anos de idade e com fator
antinuclear (FAN) positivo (CASSIDY & PETTY, 2001). A inflamagdo do trato
uveal, uveite, ¢ uma das complicagdes mais devastadoras deste subtipo de AlJ,

podendo levar a cegueira se a inflamag¢ao ndo for tratada precoce e adequadamente.
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O objetivo do tratamento ¢ sustar a inflamacdo articular, evitar ou
recuperar qualquer deformidade articular e identificar comprometimento ocular o mais
cedo possivel (WELDT & AGUILERA, 2001). A oligoartrite persistente tem remissao
em 75% dos casos. O prognostico da oligoartrite estendida ¢ pior, com 12% de
remissdo (MINDEN et al, 2002). Os fatores de risco para progressao da doenga sdo o
comprometimento simétrico de articulagdes, acometimento de punhos e cotovelos, o
nimero de articulagdes atingidas e hemossedimentagdo aumentada (AL-MATAR et
al, 2002).

O tratamento medicamentoso ¢ com antiinflamatorios ndo hormonais
orais, ou glicocorticoides de depdsito intra-articular. Conforme trabalhos para
avaliacdo da eficacia da infiltragdo articular com triamcinolona hexacetonide, a
remissdo da doenca pode ser permanente apos uma infiltragao articular ou durar de 3 a
6 meses, podendo essa infiltragdo ser repetida sem prejuizo a articulagao
(RAYNAULD et al, 2003; SCHEIBEL et al, 1996). O acompanhamento
oftalmologico ¢ de suma importancia, visto ser a uveite anterior, na maioria das vezes,
assintomatica. A recuperacdo da visdo estd diretamente relacionada a rapidez de
atuacdo com glicocorticoide local e midriatico. A intencdo ¢ evitar a deposi¢cdo de
células inflamatdrias na superficie posterior da cérnea e a formacdo de sinéquias que
ocorrem pela adesdo fibrética entre as margens pupilares da iris e o cristalino
subjacente, levando aos problemas de visdo, inclusive cegueira (THOMSON et al,

2002).

1.8.2 Artrite Poliarticular

Este subtipo de AlJ manifesta-se com perda de funcdo articular, edema,
calor e dor em cinco ou mais articulagoes dentro dos seis meses do inicio da doenga.
Inclui os subtipos com fator reumatoide negativo (FR-) em 20- 30% das AlJ e com
fator reumatoide positivo (FR+) em 5-10% das AIJ (WOO, 1997). O inicio
freqlientemente ¢ insidioso, com envolvimento progressivo das articulagdes, tendendo
a ser simétrico, geralmente envolvendo grandes articulagdes dos joelhos, punhos,
cotovelos, tornozelos e pequenas articulagdes das maos, mas também coluna cervical.
(CASSIDY & PETTY, 2001). Possui o pior progndstico entre as AlJ sendo o grupo

FR positivo mais freqiientemente encontrado em meninas adolescentes com tendéncia
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a doenga erosiva. O tratamento inicia com antiinflamatorio para diminuir a inflamagao
e a dor. Com o diagnostico instituido, inicia-se o mais precocemente possivel com
metotrexate. Medicagdes como anti-TNF ou outros imunobioldgicos sdo prescritas
para doengas de dificil controle (LAHDENNE et al, 2003). A probabilidade de
remissdo € de 15% em 10 anos. Se a artrite persiste por mais de sete anos, a remissao ¢

incomum (MINDEN et al, 2000).

1.8.3 Artrite Sistémica

Corresponde a 10 - 20% das AlJ. A caracteristica do padrdo sistémico €
artrite acompanhada ou precedida de febre intermitente (picos de febre de 39,5°C ou
mais, 1 a 2 vezes ao dia) no minimo por 2 semanas, associada ou ndo a erupgao
cutanea de caracteristica maculopapular rosacea entre 2-6 mm e envolvimento de
outros 6rgaos. O quadro exacerba quando os pacientes estdo febris (com dores,
exantema e mal-estar) e regride quando apiréticos. E a tinica das AIJ sem forte
relacdo com idade e sexo (WOO, 1997). Confirma-se o diagnodstico quando a crianca
apresenta febre ¢ exantema tipico e artrite persistente. Entre as AlJ, a artrite do tipo
sistémico € a que mais compromete o crescimento (WELDT & AGUILERA, 2001).
Outras  caracteristicas  clinicas  incluem  envolvimento  visceral com
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, pericardite e outras serosites. Alteragdes
laboratoriais geralmente sdo vistas nas séries vermelha, branca e plaquetaria com
leucocitose, anemia normocitica, trombocitose ¢ hemossedimentacao muito elevada.
Na forma de inicio sistémico da AlJ cerca de 80% dos pacientes tém leucocitose com
neutrofilia. O diagnostico de AlJ tipo sistémico ¢ de exclusdo, deve-se afastar a
possibilidade de infec¢des e neoplasia, conforme a evolugdo clinica (LEVY &
ANDRADE, 2001).

Nao ha ainda um tratamento considerado adequado para este tipo de artrite.
Os quadros de febre e dor podem ser aliviados com antiinflamatdrios ndo esteroides-
AINE-; o comprometimento sistémico com glicocorticoides, imunossupressores e
medicamentos biologicos (WOO & WEDDERBURN, 1998).

O quadro sistémico pode ser a forma de apresentagao inicial. Um grupo de
pacientes, aproximadamente 50%, pode cursar com completa remissdo do quadro
sistémico e articular e recorrer ou nao depois de um periodo de tempo assintomatico; o

restante pode manter atividade sistémica por 3-4 anos, e ficar com poliartrite; € um
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pequeno grupo destes, mantém curso sistémico mais prolongado com poliartrite

destrutiva e incapacitante (WELDT & AGUILERA, 2001).

1.9 Diagnostico

O diagnostico das AlJ ¢ clinico. Exames complementares sao utilizados
para descartar outras patologias, avaliar a extensdo do processo inflamatorio,
acompanhar evolucdo das lesdes inflamatdrias e dos efeitos nocivos das medicagdes
utilizadas e auxiliar no prognostico. Algumas criangas podem ter comprometimento
importante inflamatério sem apresentar alteragdo laboratorial.

A avaliagdo radiolégica ¢ importante para o acompanhamento da
evolucdo da doencga articular. No inicio do quadro de artrite, o RX da articulacdo
comprometida, seja qual for a causa, demonstrara a presenga de edema periarticular e
osteoporose justa-articular, evidenciada por rarefacdo 6ssea decorrente da restricao
ao uso do membro acometido. A evolucao do processo inflamatério a médio e longo
prazo alterard a estrutura da cartilagem, com conseqiiente reducdo do espago
articular, e do o0sso, com formacdo de cistos subcondrais e erosdes marginais

(CARVALHO & GRAUDAL, 1980).

1.10 Critérios de Prognostico
No momento do diagndstico de uma AlJ inicial ndo ¢ possivel
estabelecer o progndstico evolutivo da doenca. A maioria dos indices de gravidade
descritos ¢ identificada com o acompanhamento do paciente, como se segue:
(CASSIDY & PETTY, 2001; SCHEIDER et al, 1992).
-Persisténcia de anemia (hemoglobina <10 g %) e trombocitose (>400.000
plaquetas/ml) sdo identificadas como fatores de risco para destrui¢ao articular.
-Maior numero de articulagdes comprometidas (curso poliarticular), e
persisténcia da atividade articular tém pior prognostico estrutural e funcional.
-Inicio poliarticular e sist€émico antes dos 5 anos de idade
- Fator reumatoéide positivo
- Presenca de deformidades
- Incidéncia de erosoes e redugdo do espago articular

- Atividade articular persistente apesar das medicagdes em uso
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Para a AlJ subtipo sistémico héd o seguinte esquema de preditores de mau
prognoéstico (LOVELL et al, 2000; OEN, 2002).

1. Inicio da doenga antes dos 6 anos

2. Duragao da doenga por mais de cinco anos

3. Persisténcia de sintomas sistémicos (definida por febre persistente ou
uso cronico de glicocorticdides)

4. Presenca de trombocitose (>400 000 plaquetas/ml) além de 6 meses do inicio
da doenga.

5. Alteragao radioldgica progressiva

1.11 Critérios de Remissédo da Doenca

Os critérios de remissdo de doenca utilizados neste trabalho foram
adaptados dos critérios definidos pelo Consensus Conference realizado em Island,
Florida, EUA, 2005 (MACHADO & RUPERTO, 2005)

De acordo com o consenso, 6 meses continuos de doenga inativa sao
necessarios para classificar um paciente como em remissdo com medicagao; 12
meses continuos sem medicacdo e mantendo a doenga inativa para ser considerado
em remissdo sem medicacdo. O critério final de remissdo sem medicacdo deve
prever com acuracia de 95% que o paciente tem < 20% de probabilidade de recaida

dentro dos proximos 5 anos.

Os critérios para doenca inativa devem incluir:

1) nenhuma articulagdo com artrite ativa; 2) auséncia de febre, exantema,
serosites, esplenomegalia ou adenomegalia generalizada atribuida a AlJ; 3) sem
uveite ativa (critérios de atividade da uveite conforme avaliagdo oftalmologica); 4)

VHS ou PCR normal (se ambos forem testados, ambos devem ser normais).
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2. JUSTIFICATIVA

Artrite estd presente em todas as formas de AlJ, em algum momento do
processo evolutivo. O tratamento clinico visa conter a progressdo da doenca,
preservando a capacidade funcional, evitando destrui¢do articular e deformidades. A
identificacao dos fatores genéticos /imunoldgicos/ ambientais associados a patogénese da
AlJ pode auxiliar no esclarecimento da etiologia da doenca e, potencialmente, no
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. A melhor caracterizagdo
imunogenética dos subtipos da AlJ provavelmente permitird uma abordagem especifica e
mais efetiva.

O polimorfismo do CCRS5 surge como um receptor modulador do

processo inflamatdrio na AlJ, com estudos ainda inéditos no nosso meio.
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3. OBJETIVO

Avaliar a freqiiéncia da variante polimérfica delta32 do receptor de

quimiocinas pro-inflamatéria CCRS (alelo CCR5delta32) na Artrite Idiopatica Juvenil.

3.1. OBJETIVO ESPECIFICO

Avaliar a freqiiéncia do alelo CCR5delta32 com os subtipos

oligoartrite, poliartrite e forma sistémica.
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4. PACIENTES E METODOS

4.1 Delineamento

Trata-se de um estudo caso-controle.

4.2 Fator em estudo

Polimorfismo CCRS5 na AlJ.

4.3 Desfecho

Artrite Idiopatica Juvenil.

4.4 Descricao da populagdo

A amostra consistiu de todos os pacientes que vieram a consulta ambulatorial
no periodo de abril de 2003 a janeiro de 2005 por AlJ, de acordo com os critérios da Liga
Internacional das Associa¢des de Reumatologia (ILAR) (PETTY et al, 1998). Os subtipos
avaliados foram o oligoarticular (persistente e estendido), poliarticular (fator reumatdide
positivo e fator reumatdide negativo) e sistémico. Os pacientes que tiveram
comprometimento sist€émico no inicio do quadro ficaram com o diagndstico de artrite
sistémica, independente de evolugdo para oligoartrite, poliartrite ou remissdo. Somente
participaram pacientes cujos pais leram e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (anexo um). Os pacientes foram recrutados no ambulatorio de reumatologia
pediatrica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Hospital da Crianga Santo
Antdnio (HCSA) e Hospital Sao Lucas da Pontificia Universidade Catélica (PUC). A coleta
de sangue para o estudo, sempre que possivel, era associada a coleta de outros exames
necessarios a0 acompanhamento do paciente. Os dados dos pacientes foram registrados no
banco de dados do programa EPIINFO. Além dos critérios para a classificacdo de AlJ da
ILAR, foi considerado como critério de inclusdo no presente estudo, a presenca de
artropatia inflamatdria em pelos menos uma articulacdo por mais de um ano, até o inicio da
pesquisa. Este critério de tempo foi utilizado visando excluir artrites reacionais de duragio
prolongada. Os pacientes com oligoartrite foram divididos em dois grupos, oligoartrite
persistente, quando a crianga permanecia com menos de cinco articulagdes comprometidas
apos seis meses de doenga, e oligoartrite estendida quando um numero maior de
articulagdes estava comprometido apds este tempo. A avaliacdo incluiu dados

demograficos, etnia, data de nascimento, idade do paciente no inicio da doenga, tempo de
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doenga, tipo de inicio e tipo evolutivo de AlJ, medicacdo em uso, avaliacdo laboratorial
(VSG, hemograma, FAN, FR), atividade de doenga, tempo de inatividade, seqiiela.
O substrato para analise do FAN foi Hep2.

4.5 Critérios de Inclusao e Exclusédo

Inclusdo: Pacientes com AlJ subtipos oligoarticular, poliarticular e sistémico
definidos pelos critérios da Liga Internacional de Associacdes de Reumatologia,
acompanhados nos servigos de reumatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
Hospital Sao Lucas da Pontificia Universidade Catélica de Porto Alegre e Hospital da
Crianga Santo Antonio. Para o paciente ser incluido no estudo a artropatia inflamatdria

devia estar presente em pelos menos uma articulagdo ha mais de um ano.

Exclusdo: presenca de outras doengas reumaticas auto-imunes ¢ identificagdo

de outra doenga cronica associada.

4.6 Controles

Os controles constaram de individuos caucasdides acima de 16 anos e nao
expostos a doenga, com distribuicdo de sexo e etnia semelhantes aos casos. Foi utilizado
banco de controles existente no Laboratorio de genética da UFRGS, obtido de individuos

sauddveis da mesma populagdo de origem dos casos.

4.7 Extracdo do DNA e Genotipagem do CCR5

Foram coletados 3 mililitros de sangue das criancas em tubo com EDTA. (O
DNA foi extraido do sangue periférico de acordo com o método descrito por Lahiri e
Nurnberger (LAHIRI & NURNBERGER, 1991; SELLEBJERG et al, 2000) e a
genotipagem do CCRS foi feita por reagdo em cadeia da polimerase (RCP), usando primers
especificos descritos por Chies & Hutz (CHIES & HUTZ, 2003). Os primers utilizados
foram, senso 5’ -GAAGTTCCTCATTACACCTGCAGCTCTC ¢ anti-senso 3’-
CTTCTTCTCATTTCGACACGAAGCAGAG. A RCP foi preparado para um volume final
de 25ul como se segue: 1ul de DNA (0,2-0,5ug), 2.5ul de tampao [200 mM Tris-HCI (pH
8.4), 500 mM KCl], 1ul de 50mM MgCl2, 1ul de 3mM dNTP mix, lul de 10pmol primer
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mix ¢ 1U de DNA TAQ polimerase (Corporacdo Invitrogen, California, EUA). A mistura
foi colocada a 40 ciclos em 94°C, 1 min para desnaturagdo, 55°C, 1 min para anelacdo em
72°C, 1 min para extensdao. O produto do RCP foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 3% com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta. A distribui¢do
genotipica foi determinada por contagem direta. O resultado da amplificacdo da RCP foi
um fragmento de 137 pares de base (pb), quando um alelo normal do CCRS estava
presente, ou 105 pb para a variante com delecio CCR5delta32..

A pesquisadora responsavel pela avaliagdo clinica do paciente ndo conhecia a
genotipagem e o pesquisador responsavel pela genotipagem ndo conhecia o tipo de
comprometimento do paciente enquanto realizava os exames.

A pesquisadora acompanhou os 10 primeiros exames, identificados por
codificacdo sem que se soubesse quem era o paciente. Os demais exames moleculares

foram feitos por pesquisador do Departamento de Genética da UFRGS.
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5. CALCULO DE AMOSTRA

A freqliéncia do alelo CCR5delta32 varia de 0% na populacdo africana a
14% entre caucasoides. O calculo de amostra foi de 95 pacientes e 95 controles. Estes
nimeros foram calculados para detectar uma diferenca na presenca do alelo

CCR5delta32 de 11% entre casos e controles (12% nos controles ¢ 1% nos casos),

considerando o de 0,05 e poder de 80%.
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6. ESTATISTICA

Foram descritas as variaveis quantitativas pela média e o desvio padrao e
as variaveis qualitativas por freqiiéncias relativas percentuais. Aplicou-se o teste de
Qui-quadrado com correcao de Yates ou teste Exato de Fisher para comparar a
freqliéncia alélica e genotipica entre os diferentes grupos. A razdo de chances (odds
ratio) e intervalo de confiangca 95% foram calculados para avaliar a magnitude da
associagdo entre a presenca do alelo CCR5delta32 e artrite idiopatica juvenil.

Significancia estatistica foi definida como P< 0,05. Para fazer o banco de
dados e as analises, utilizou-se o programa EPIINFO (versdo 5.0) e SPSS (versdo 14.0

para Windows).
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7. COMISSAO DE ETICA

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdes Cientifica e de Etica em
Saude do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(GPPQ), e pelo Conselho Nacional de Ensino e Pesquisa (CONEP) por tratar-se de estudo
genético.

O responsavel pela crianca recebia o termo de consentimento livre e
esclarecido para ser lido. Depois de esclarecidas as duvidas e, expressado o consentimento,
o responsavel pela crianga assinava o termo (anexo 1). As criangas participaram de todo o

processo. Nao houve recusa por parte dos responsaveis e pelos pacientes.
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8. RESULTADOS

Um total de 101 pacientes com AlJ subtipos oligoarticular, poliarticular e
artrite sist€émica e 104 controles foram genotipados para o polimorfismo CCR5delta32. O
teste de Qui-quadrado revelou que esta populagdo encontra-se no equilibrio de Hardy-
Weinberg para o alelo estudado. A tabela 6 em anexo, contém os dados referentes ao tipo
de doenga inicial, evolugao, presenca do alelo CCR5delta32, idade de inicio da doenga e
tempo de doenca até a inclusao no estudo.

Oitenta pacientes eram do sexo feminino numa relacdo feminino:
masculino de 3,8: 1 (Tabela 2). A média de idade de inicio da doenga foi 4,8 anos +
3,1; a média de idade dos pacientes no momento da inclusdo foi 9,3 anos + 3,4; o
tempo médio de doenca foi 5 anos + 2,6. Quinze pacientes tiveram FAN reagente
(>1/80) e trés pacientes com poliartrite tiveram fator reumatoide positivo, ambos sem

relacdo com a presenca do alelo CCR5delta32.

Tabela 2: Caracteristicas da populacéo estudada

Variaveis Total (n=101)
Sexo:

Feminino n (%) 80 (79)

Masculino n (%) 21(21)
Caucasdides n (%) 101 (100)
Idade inicio doenga (média+dp) 4,8+3,1
Idade na inclusao(média+dp) 9,3+34
Tempo de doenga(média+dp) 542,6
FAN n (%) 15 (14,8)
FR n (%) 33

média +dp = média em anos + desvio padrao

Como pode ser observado na tabela 3, houve diferenga significativa na
presenca do alelo CCR5delta32 entre o grupo controle e pacientes com AlJ subtipo
sistétmico (P=0,004), e valor limitrofe no grupo de AlJ, P=0,049. Houve uma
tendéncia na associacdo da delecdo do receptor CCRS e pacientes com poliartrite

comparando com controles, P=0,07 [OR= 3 (0,9-9,7)].
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Tabela 3: Distribuicao e associacdo genotipica do CCR5delta32 com AlJ e frequiéncia

alélica.
Genotipo  (n) Frequéncia do

Alelo

Subtipos n CCRS/ A32/ A32  A32/ CCRS5 OR (IC 95%) P A32CCR5%

CCR5

Controles 104 96 0 8 1 1 4%

Oligoartrite 49 44 0 5 1,36 (0,36-5) 0,757 5%

Poliartrite 40 32 0 8 3,0(0,93-9,73) 0,071 10%

Sistémico 12 8 1 4 8,6(1.83-40,8) 0,004 25%

Total de 101 83 1 17 2,6 (1- 6,92) 0,049 9,4%

All

A32: delta 32; A32/ A32: homozigoto; A32/ CCRS: heterozigoto
OR: odds ratio com intervalo de confianga de 95%
P: comparacdo entre a freqiiéncia de genétipos

Tabela 4: Distribuig¢ao dos subtipos de AlJ conforme remissdo da doenca

n=101 RSM RCM NR
Oligoartrite n 29 20 0
Poliartrite n 11 15 14
Sistémico n 6 1 5

RSM: remissdo sem medicacdo; RCM: remissdo com medicagdo; NR: ndo remissio

Na tabela 5 observa-se que 54% dos pacientes com delecdo e 31% sem
dele¢do do receptor CCRS5 (alelo CCR5delta32) ndo entraram em remissao da doenca.
Nao houve significincia estatistica entre alelo CCR5delta32 e remissdo, com e sem
medicagdo, ¢ nido remissdo, P=0,122 [OR= 0,38(0,09-1,63)]. Foram excluidos desta
avaliacdo os pacientes com oligoartrite mostrados na tabela 4, pois todos tiveram

remissao.
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Tabela 5: Relacdo do CCR5delta32 com remissdo da doenga entre 0s
pacientes com subtipos poliarticular e sistémico

n=101 RSM RCM NR
Com delegdo 5(38%) 1 (8%) 7 (54%)
(n=13)
Sem delegdo 12 (31%) 15 (38%) 12 (31%)
(n=39)

RSM:
remissdo sem medicagdo; RCM: remissao com medica¢do; NR: ndo remissao
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8. DISCUSSAO

E marcante a relevancia da reumatologia pediatrica a partir da observagdo
das diferencas entre as doengas reumaticas no adulto e na crianca. Desde as primeiras
descri¢des da artrite na infancia, atribuidas a Phaier em 1545, ha importantes marcos
no avango do conhecimento da especialidade (WOO & WEDDERBURN, 1998).

O envolvimento das quimiocinas pré-inflamatoérias e seus receptores na
patogénese da artropatia inflamatdria foi demonstrado por diferentes grupos. Na artrite
reumatoide em adultos, a auséncia da molécula CCR5 funcionante foi descrita conferir
protecdo contra o seu desenvolvimento (PRAHALAD, 2006) ou sem relagdo alguma
(KOHEM et al, 2005). Ha descrigio de que grupos de individuos com anemia
falciforme, doenca considerada como inflamatéria cronica, apresentam maior
freqliéncia do CCR5delta32 (CHIES & HUTZ, 2003). Esta consideracdo inicial, aliada
a existéncia de células CCRS5 no fluido sinovial e sinévia no processo inflamatorio da
AlJ, levou-nos a questionar o possivel papel do receptor de quimiocinas CCRS5 na
patogénese da doenga.

Este ¢ o primeiro estudo sistematizado a fazer uma relagdo genotipica entre
a delecdo do receptor CCRS e a presenga de AlJ e seus subtipos, comparando com
controles.

Outros estudos abordaram esta questdo (WEDDERBURN et al,2000;
THOMPSON et al, 2002) mas com enfoque direcionado principalmente para a analise
do nivel de expressao do CCRS e de outros receptores de quimiocinas. A associa¢dao do
receptor de quimiocinas CCRS5 na AlJ ou sua expressdo na artropatia inflamatéria da
crianga foi descrita somente em 2 trabalhos até junho de 2006. Estes estudos ndo foram
controlados e o nimero de pacientes era menor: 18 e 20. O trabalho de Wedderburn et
al em 2000, identificou alta expressao dos receptores CCRS e CXCR3 nas articulagdes
inflamadas de criangas com AlJ. Sugeriram, considerando os altos niveis de interferon-
gama e IL4, que as células T presentes no liquido sinovial representavam células tipo
Thl altamente ativadas. Mas, no mesmo estudo, encontraram dele¢do do receptor de
quimiocinas CCR5 nos dois alelos em apenas um paciente com oligoartrite tipo
estendida, o que poderia ser atribuida ao acaso, induzindo os autores a conclusdao de
que ndo haveria relagdo entre o receptor CCRS e AlJ. Os resultados deste estudo

permitiram outra interpretacdo. No trabalho de Thompson e colaboradores, publicado
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em 2001, os autores identificaram uma grande quantidade de células CCR4 e CCRS na
articulagdo de pacientes com AlJ, diferindo de achados prévios na AR, onde células
CCR4 nao estio presentes. Reavaliando a publicagdo de Thompson et al, observa-se
que os achados corroboram com o resultado deste estudo: 3 pacientes que possuiam
CCR5delta32, de 18 genotipados; um homozigoto com subtipo sistémico de um total
de quatro sistémicos com doenca destrutiva; dois heterozigotos, um com subtipo
oligoarticular e outro evoluiu para uma espondiloartropatia com curso poliarticular e
doenca grave.

O tnico individuo homozigoto para a variante CCRS5delta32 foi classificado
como AlJ forma sistémica, com quadro clinico bastante grave, apresentando
deformidades articulares, erosdes Osseas e atividade articular persistente apesar do
tratamento utilizado. A oligoartrite ¢ uma doenga inflamatoria articular que tende a
remissdo e neste subtipo, a freqiiéncia do alelo CCRS5delta32 foi semelhante a
freqiiéncia do alelo na populagdo controle. Ja a oligoartrite estendida tem um curso
cronico e mais grave, semelhante a artrite subtipo poliarticular, e neste estudo, os dois
pacientes com este subtipo apresentaram heterozigose para o CCR5delta32. Apesar da
auséncia de significancia estatistica nos pacientes com poliartrite, € provavel que haja
uma relacdo positiva OR=3(0,9-9,7). Para confirmar esta possivel tendéncia, ha
necessidade de um estudo com niimero maior de pacientes.

Todos os pacientes com oligoartrite entraram em remissao, 59% sem medicagao,
e os demais, que permaneceram medicados por manterem atividade, ndo evidenciaram
comprometimento de coluna, ou outros sinais que indicassem outros diagnosticos, tais
como espondiloartropatia.

Apos a constatagdo da evidéncia da existéncia da associa¢do entre a auséncia do
receptor destas quimiocinas € uma forma de maior envolvimento inflamatorio, que ¢ a
sistémica, buscou-se reconhecer a associagdo com curso mais grave de doenca. O
estdgio atual do conhecimento ndo permite a identificacdo de preditores precoces
confidveis de prognostico na AlJ. Como ndo ha uma classificacdo de consenso para
gravidade dos pacientes com AlJ, utilizou-se os critérios de remissao na AlJ de uso
corrente (WALLACE et al, 2005; MACHADO & RUPERTO, 2005). No grupo dos
pacientes com oligoartrite, todos entraram em remissao da doenca. Entre os pacientes
com subtipos poliarticular e sist€émico ndo encontramos relacao de gravidade da doenga

com a presenca da delecao do receptor CCR5delta32. Foi observado, no entanto que os



Discussdo 28

casos mais graves, caracterizados por tempo maior de doenga ativa, refratiria e
deformidades incapacitantes eram portadores da delecdo. O critério transversal de
atividade da doenca ndo foi utilizado, pois a relagdo entre atividade de doenga
manifestada por dor, edema, calor, rigidez matinal nao ¢ diretamente relacionada com a
progressao da destruicao da estrutura articular (PINCUS & SOkkA, 2003).

Visto que artrites reacionais costumam apresentar resolucdo em 1-4
semanas, apesar de alguns virus como parvovirus e virus da rubéola ocasionalmente
persistirem por meses a anos, foi utilizad como critério de inclusdo a necessidade da
duragdo da doenca pelo periodo de um ano a partir do diagnodstico (CASSIDY &
PETTY, 2001). Considerou-se um prazo suficiente para descartar outros diagnosticos
diferenciais, e, ainda, ¢ um tempo necessario para identificar os pacientes refratarios ao
tratamento utilizado.

Um problema que muitas vezes o investigador se depara ¢ com a
designagdo de raga. Como a freqiiéncia de alelos varia com a etnicidade, sendo
proximo a 0% em negros e 14% em brancos (RISCH, 2000), houve cuidados no
pareamento de nossa amostra. O banco de dados foi constituido de pessoas saudaveis
semelhantes aos casos na caracterizacao fenotipica.

Despertou especial atencdo a alta freqiiencia do alelo CCR5delta32 (25%)
nos pacientes com artrite sistémica, o que justificaria a continuacdo do estudo neste
subgrupo de pacientes. Este achado ja havia sido relatado por Thompson et al, em
2005, embora num nimero menor de pacientes.

Como explicar que a auséncia do receptor de quimiocinas CCRS5 possa ser
um modulador da inflamagdo na AIJ? E importante ressaltar que o CCR5 faz parte de
uma grande familia de receptores de quimiocinas e seus ligantes podem atuar sobre
outros membros desta familia. Assim, apesar do CCL4 parecer estar restrito a uma
ligagdo com CCRS, existem evidéncias das ligagdes: CCR1 com CCL3 e CCLS5; e
CCR3 com CCL5. Todas estas alternativas podem contribuir para o processo
inflamatorio e diferir na forma de expressdo de doenga.

E possivel que a auséncia ou menor expressio de CCRS leve a um
desequilibrio da resposta imunoldgica. Considerando que o processo inflamatério da
artrite pode ser iniciado sem a participacdo do receptor de quimiocinas CCRS, este
poderia exercer um papel modulador na evolugdo do processo inflamatorio. Na

delecio do CCRS, haveria perda da capacidade de modulagdo da inflamacgao
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resultando na cronicidade do processo. E importante frisar que além da participagdo no
processo inflamatério, o CCRS exerce funcdo reguladora de outras moléculas do
sistema imune (WEDDERBURN, 2000; WOO, 2001).

Vierboon et al, em 2005, realizaram um experimento utilizando um
antagonista do receptor CCRS para tratar macacos Rhesus com artrite induzida. O
antagonista proporcionou diminuicdo das erosdes articulares, em compara¢do com 0s
controles. Os autores concluiram que este resultado pode proporcionar futuros estudos
na pesquisa do tratamento da AR. Teoricamente, com base nos nossos achados, o
mesmo efeito ndo seria esperado nos pacientes com AlJ. Seguindo a mesma linha de
pensamento, enquanto a utilizagdo de um antagonista do receptor CCRS5 podera
constituir-se num tratamento para os pacientes com AR, o mesmo poderd ter uma agdo
de agravamento da doenga nos pacientes com AlJ, especialmente na forma sist€mica..

Este trabalho suscitou questionamentos que deverao dar continuidade a esta
linha de pesquisa, em especial aos achados referentes ao subtipo sistémico. Revelou a
necessidade da abordagem individualizada dos subtipos de AlJ, tendo em vista as
provaveis diferencas na fisiopatologia das trés formas de apresentagdo das doengas.

A complexa relacdo entre as moléculas que participam do
desencadeamento e manutengdo do processo inflamatorio, nas diversas formas de
apresentacdo das artrites cronicas, possibilita sustentar a tese da existéncia de
diferentes processos imunopatoldgicos na expressao das doengas em especial no que se
refere a AIJ e AR. A molécula CCRS5 ndo teria relagdo somente com a susceptibilidade
ou risco de desenvolvimento da doenga, mas poderia constituir-se em um fator genético
modificador do quadro e progressdo da mesma.

O rumo das pesquisas atuais, fundamentadas nos avancos da biologia
molecular e genética, possibilitard a geracdo de conhecimentos que permitirdo
estabelecer a associagdo das caracteristicas gendmicas com a susceptibilidade as
expressoes clinicas de acometimento inflamatdrio articular.

Esta pesquisa permitiu concluir que a familia das quimiocinas CCRS
exerce uma participagdo significativa na expressdo e manutencdo do processo
inflamatorio nas artrites cronicas, mas sdo necessarios novos estudos para um maior
esclarecimento do papel de cada citocina nas diferentes expressdes clinicas de doenga,
que possibilitardo a otimizagdo do tratamento através da modulacao da funcdo de cada

molécula.
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9. CONCLUSOES

A realizagdo deste trabalho permitiu as seguintes conclusdes sobre a

variante polimorfica CCR5delta32 numa populagao de pacientes com AlJ:

1. A presenga de delegdo do receptor de quimiocinas CCRS foi mais
prevalente nas criangas com AlJ em comparagdo com controles saudaveis (P=0,049).

2. Houve diferenga estatisticamente significativa para a presenca do alelo
CCR5delta32 no subgrupo forma sistémica em comparagdo com o grupo controle.

3. Nao houve diferenca estatisticamente significativa para a freqiiéncia do
alelo CCR5delta32 entre os subgrupos de AIlJ com oligoartrite e poliartrite em

comparagdo com o grupo controle.
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10. ANEXOS

Termo de Consentimento livre e esclarecido

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MEDICAS:
PEDIATRIA
PROJETO PARA DOUTORADO

ASSOCIACAO DO ALELO DELTA32 DO
RECEPTOR DE QUIMIOCINAS CCRS5S COM ARTRITE
IDIOPATICA JUVENIL

Pesquisadores: I16oite Maria Scheibel, José¢ Bogo Chies, Joao Carlos Tavares

Brenol.

Este projeto consiste da andlise de polimorfismos (explicado abaixo), em
nivel de DNA, de genes relacionados com o sistema imune, especificamente do
receptor de quimiocinas CCRS5 (célula inflamatoria). Este estudo tem como objetivo
identificar marcadores moleculares que possam estar relacionados com causa e
evolucdo de doengas auto-imunes (ocorrem quando o sistema imune do proprio
individuo destr6i determinadas células do organismo, como componentes da
articulacdo na Artrite Idiopatica Juvenil).

Como sera feito o estudo?

Para a realizag@o deste estudo serd coletado sangue para extragdo do DNA.
Este DNA serd submetido a técnicas de biologia molecular (PCR), que possibilitam
evidenciar possiveis polimorfismos genéticos, sem modificar ou alterar caracteristicas
génicas do DNA.

O que sao polimorfismos genéticos?

Polimorfismos genéticos sdo as diferentes formas de descrever uma
caracteristica ao nivel do DNA. Um exemplo ¢ a diferenca na cor dos olhos das
pessoas, resultado de um polimorfismo genético.

Por que analisar estes polimorfismos?
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Muitas vezes estes polimorfismos, mesmo ndo aparecendo fisicamente,
podem dar indicagdes sobre a possibilidade de desenvolvimento de uma doenga ou o
tipo de tratamento a ser utilizado para prevenir ou tratar esta doenga. Por exemplo,
sabemos que pessoas que tem certos polimorfismos de um gene chamado APO
desenvolvem mais facilmente doencas do coracdo e sabemos que estas mesmas
pessoas poderdo ser beneficiadas se tiverem uma dieta alimentar especifica.

Existe alguma vantagem em participar deste estudo?

Estudos estdo mostrando uma correlacdo entre o polimorfismo do CCRS e
diferentes tipos de artrite. Existe ainda a necessidade de amplos estudos que envolvam
a analise do DNA de muitos individuos para que possamos definir se a presenca de
algum polimorfismo ¢ determinante no desenvolvimento destas doengas. No caso de
identificacdo de alguma caracteristica, seja favoravel ou desfavoravel a auto-
imunidade, durante as analises do DNA, vocé sera imediatamente informado e nos
colocaremos a disposi¢do para qualquer esclarecimento a respeito desta caracteristica.

Existe alguma desvantagem em participar deste estudo?

Este estudo consta apenas de uma coleta de sangue em nivel laboratorial e
o material obtido sera estocado no Laboratéorio de genética de UFRGS sob a
responsabilidade do Dr. José Chies. Este material s6 serd utilizado para analises de
polimorfismos de DNA sendo seu uso vetado para quaisquer outras finalidades.
Asseguramos também que preservaremos sua privacidade e que, em hipotese alguma,
sua identidade serd revelada, seja no decorrer de nossos estudos ou apos o término
destes.

Ha a possibilidade de continuidade deste estudo?

O conhecimento das causas que levam ao desenvolvimento de doengas de
fundo genético e/ou auto-imune aumenta a cada dia, portanto existe a possibilidade de
que novos polimorfismos, hoje ndo conhecidos, venham a ser identificados no futuro.
O presente estudo €, portanto, o passo inicial de uma série de analises (hoje centradas
no CCR5) que visam esclarecer os mecanismos de desenvolvimento destas patologias.

Favor assinalar com um X apenas uma opg¢ao abaixo:

( )autorizo a utilizagdo do sangue coletado apenas para as andlises de

polimorfismos de DNA do CCRS5
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( ) autorizo a utilizagdo do sangue coletado para andlise descrita neste
trabalho bem como outras, desde que sob a responsabilidade do Prof. José¢ Chies do
Depto. de Genética da UFRGS. No caso de serem realizados novos estudos, estes
serdo submetidos & analise pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS.

Nome

Numero do prontuério
Assinatura do paciente
Assinatura do responsavel

Data e local

Se houver qualquer davida ou interesse em elucidar alguma questao entrar
em contato com:

Dra. I16ite Maria Scheibel, telefone 99811468 ou 3316 8340 (8- 17 horas).
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Tabela 6: Variaveis clinicas do banco de dados

Tipo Evolucdo Remissdo CCR5 Id.In. Tempo
inicio Doenca doenca
(anos) (anos)

1. OLIGO OLIGO RCM 1 8 3
2.  OLIGO OLIGO RCM 1 4 4
3. OLIGO OLIGO RCM 1 2 3
4. « OLIGO OLIGO RCM 1 2 7
5. OLIGO OLIGO RCM 1 4 3
6. OLIGO OLIGO RCM 1 2 5
7. OLIGO OLIGO RCM 1 6 3
8. OLIGO OLIGO RCM 2 3 3
9. OLIGO OLIGO RCM 1 3 8
10. OLIGO OLIGO RCM 1 2 3
11. OLIGO OLIGO RCM 1 10 3
12. OLIGO OLIGO RCM 1 8 3
13. OLIGO OLIGO RCM 1 1 3
14. OLIGO OLIGO RCM 1 9 3
15. OLIGO OLIGO RCM 1 3 6
16. OLIGO OLIGO RCM 1 1 3
17. OLIGO OLIGO RCM 1 10 6
18. OLIGO OLIGO RCM 1 10 3
19. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 5 13
20. OLIGO OLIGO REMISSAO 2 11 3
21. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 6 5
22. OLIGO OLIGO REMISSAO 2 4 10
23. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 2 4
24. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 3 3
25. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 10 4
26. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 2 4
27. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 2 3
28. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 4 12
29. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 9 14
30. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 6 4
31. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 2 4
32. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 4 4
33. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 4 3
34. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 3 3
35. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 4 4
36. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 3 4
37. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 5 9
38. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 2 7
39. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 7 5
40. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 6 3
41. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 2 3
42. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 2 5
43. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 8 7
44. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 6 5
45. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 5 5
46. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 2 3
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47. OLIGO OLIGO REMISSAO 1 2 4
48. OLIGOestend POLI RCM 2 2 6
49. OLIGOestend POLI RCM 2 9 4
50. POLI POLI NR 1 5 8
51. POLI POLI NR 2 5 7
52. POLI POLI NR 1 7 6
53. POLI POLI NR 1 3 4
54. POLI POLI NR 2 1 12
55. POLI POLI NR 1 4 10
56. POLI POLI NR 1 3 6
57. POLI POLI NR 1 8 4
58. POLI POLI NR 2 5 10
59. POLI POLI NR 1 5 4
60. POLI POLI NR 1 4 3
61. POLI POLI NR 2 1 4
62. POLI POLI NR 1 2 4
63. POLI POLI NR 1 1 5
64. POLI POLI RCM 1 7 3
65. POLI POLI RCM 1 5 6
66. POLI POLI RCM 1 1 5
67. POLI POLI RCM 1 5 3
68. POLI POLI RCM 1 12 3
69. POLI POLI RCM 1 7 6
70. POLI POLI RCM 1 1 4
71. POLI POLI RCM 1 8 6
72. POLI POLI RCM 1 4 3
73. POLI POLI RCM 1 4 4
74. POLI POLI RCM 1 2 4
75. POLI POLI RCM 1 4 5
76. POLI POLI RCM 1 10 3
77. POLI POLI RCM 2 2 5
78. POLI POLI RCM 1 13 5
79. POLI POLI REMISSAO 1 1 6
80. POLI POLI REMISSAO 1 5 4
81. POLI POLI REMISSAO 1 4 3
82. POLI POLI REMISSAO 2 4 7
83. POLI POLI REMISSAO 1 7 5
84. POLI POLI REMISSAO 1 2 3
85. POLI POLI REMISSAO 1 3 4
86. POLI POLI REMISSAO 1 1 4
87. POLI POLI REMISSAO 2 2 16
88. POLI POLI REMISSAO 1 8 5
89. POLI POLI REMISSAO 2 11 3
90. SIST POLI NR 1 9 7
91. SIST POLI NR 1 2 5
92. SIST POLI NR 2 2 5
93. SIST POLI NR 3 3 4
94. SIST POLI NR 2 3 5
95. SIST POLI RCM 1 4 4
96. SIST OLIGO REMISSAO 1 5 6
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97. SIST OLIGO REMISSAO 2 6 5
98. SIST OLIGO REMISSAO 1 1 4
99. SIST OLIGO REMISSAO 1 6 12
100. SIST OLIGO REMISSAO 1 13 5
101. SIST OLIGO REMISSAO 2 10 4

CCRS 1=sem delecdo, 2 heterozigoto, 3 homozigoto.
Remissdo: remissdo sem medicagdo;RCM: remissdo com medicacdo ; NR: ndo remissdo
Id.In.Doenga: idade de inicio da doenga
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