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RESUMO

A Esclerose Multipla ¢ uma doenga inflamatoria cronica do sistema nervoso central,
caracterizada por desmielinizacdo e degeneracdo neuronal, sendo uma importante causa de
incapacidade em jovens. Decorre de uma resposta autoimune contra autoantigenos neuronais,
com destrui¢do da bainha de mielina em individuos com predisposicdo genética, expostos a
determinados fatores ambientais. Dentre os fatores genéticos, estudos apontam para uma
interacdo complexa de alelos do Antigeno Leucocitario Humano (HLA-DRB1*1501 e
DQBI1*0602), ¢ o risco de desenvolver a doenga. O alelo DRB1*1501 foi associado a doenga
em pacientes caucasianos na América do Norte e Norte da Europa e o alelo DQB1*0602 em
caucasianos da Norte da Europa e afrodescentes. O objetivo do estudo foi realizar uma revisao
sistemdtica e meta-andlise sobre os estudos que investigaram a contribuicdo dos alelos
DRBI1*1501 e DQB1*0602 no risco de desenvolver EM nas diversas popula¢des do mundo.
Uma revisdo sistematica ¢ uma meta-andlise foram realizadas acerca das principais
publicacdes encontradas na base de dados eletronicas do PUBMED utilizando os termos
“HLA” “MULTIPLE SCLEROSIS”, “DR” “DQ” e “HLA” “MULTIPLE SCLEROSIS” e
“BRAZIL”, resultando em um total de 181 artigos. Ap0s a leitura dos artigos, 18 preencheram
os critérios de inclusdo e foram selecionados para a revisdao. Com base nos resultados obtidos
dos artigos foi possivel concluir que os dois alelos avaliados sdo mais frequentes em pacientes
com Esclerose Multipla do que em controles, sendo o alelo DRB1*1501 mais comum nas
populagdes europeias e caucasianas e o alelo DQB1*0602 com uma distribui¢do mais
heterogénea nas populacdes. Os resultados obtidos pela meta-analise demonstraram
associacOes estatisticamente significativas entre os alelos DRB1*1501 ¢ DQB1*0602 e o
risco de desenvolver Esclerose Multipla, (OR combinada DRB1*1501= 2,934, 95% IC: 2,154
— 3,998, p < 0,0001 e OR combinada DQB1*0602 = 2,906, 95% IC: 2,167 — 3,896, p <
0,0001).

Palavras Chaves: HLA, Esclerose Multipla, DRB1*1501, DQB1*0602



ABSTRACT

Multiple sclerosis is a chronic inflammatory disease of the central nervous system,
characterized by demyelination and neuronal degeneration, a major cause of disability in
young. Subjects an autoimmune response against neuronal auto antigen, with destruction of
the myelin sheath, is observed in individuals with genetic predisposition exposed to certain
environmental factors. Among the genetic factors, studies suggest a complex interaction
between the alleles of the human leukocyte antigen (HLA-DRB1*1501 and DQB1*0602) and
the risk of developing the disease. The allele DRB1 * 1501 was associated with the disease in
Caucasian patients in North America and Northern Europe, and the DQB1*0602 allele in
Caucasians of Northern Europe and African descendant. The aim of this study was to conduct
a systematic review and a meta-analysis of studies that investigated the contribution of
DRB1*#1501 and DQB1*0602 in the risk of developing MS in different populations of the
world. A systematic review and meta-analysis were performed on the main publications in the
electronic database of PubMed, by using the terms "HLA" "MULTIPLE SCLEROSIS", "DR"
"DQ" and "HLA" "MULTIPLE SCLEROSIS" and "BRAZIL "resulting in a total of 181
articles. After reading the articles, 18 met the inclusion criteria and were selected for review.
Based on the results it was possible to conclude that the two alleles are more common in MS
patients than in controls, with the allele DRB1*1501 more frequent in European and
Caucasian populations and the DQB1 * 0602 with a distribution more heterogeneous in
populations. The results obtained by the meta-analysis showed a statistically significant
association between DRBI1 * 1501 and DQBI1 * 0602 allele and the risk of developing
multiple sclerosis (OR combined DRB1 * 1501 = 2.934, 95% CI: 2.154 to 3.998, p <0, 0001
and DQBI * 0602 combined OR = 2906, 95% CI: 2.167 to 3.896, p <0.0001).

Key words: HLA, Multiple Sclerosis, DRB1 * 1501, DQB1 * 0602
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1 INTRODUCAO

A Esclerose Multipla (EM) ¢ uma doenga inflamatoria cronica do sistema nervoso
central, caracterizada por inflamagao, desmielinizagdo e degeneragdo neuronal, sendo
considerada uma importante causa de incapacidade permanente em adultos jovens
(BETTENCOURT et al, 2012). E considerada uma desordem predominantemente
imunoldgica, decorrente de resposta imune aberrante, mediada pelas células T, contra
autoantigenos, levando a destruicdo da bainha de mielina em individuos com predisposi¢ao

genética (TILBERY, 2005).

A doenga ¢ comum na populagdo jovem, aparecendo por volta dos 20 a 40 anos de
idade, embora possa ocorrer mais raramente em criancas e adulto velhos. Apresenta
incidéncia duas vezes maior nas mulheres quando comparada aos homens (KAIMEN-

MACIEL et al, 2009).

Estudos epidemioldgicos demonstram existir aproximadamente 2,5 milhdes de
pessoas com a doenga no mundo, sendo que no Brasil, dados da Associacdo Brasileira de
Esclerose Multipla (ABEM) registram cerca de 30 mil casos no pais (MACHADO et al,
2012).

A EM apresenta um curso clinico varidvel, vez que aproximadamente 85% dos
pacientes apresentam a forma remitente-recorrente (EM-RR), caracterizada por ataques
subitos de deficits neurologicos com duracao de dias e recuperacdo total ou parcial. Cerca de
10-15% apresentam a forma primariamente progressiva (EM-PP), caracterizada por déficits
neurologicos de evolugdo progressiva desde o inicio da doenca. Até 40% dos pacientes podem
evoluir da forma remitente-recorrente para a forma progressiva (BETTENCOURT et al,

2012).

Em todas as suas formas, o curso clinico da EM evolui ao longo de décadas, com
importante comprometimento da qualidade de vida do paciente e reducdo na expectativa de
vida em até 10-15 anos. A principal causa de morte nos pacientes ¢ o quadro infecioso
(infec¢des urindrias, pneumonia), bastante comum quando j& instalada a incapacidade

neurolégica avangada (COMPSTON; COLES, 2008).

A etiologia da EM ainda encontra-se sob investiga¢do, sendo considerada uma
doenga multifatorial, que desenvolve em individuos geneticamente suscetiveis, quando sao

expostos a fatores ambientais que funcionariam como gatilhos, tais como fatores hormonais,
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processos infecciosos e estresse ambiental. Considerando os fatores genéticos, diversos
estudos apontam para a associacdo de alelos do Antigeno Leucocitario Humano (HLA) com a
EM, havendo uma interagdo complexa entre os diversos alelos da regido com o

desenvolvimento da doenca (KAIMEN-MACIEL et al, 2009; KWON et al, 1999).

Entre as diversas regides génicas do HLA, uma regidao conhecida como classe II
merece aten¢do devido a sua importancia na regulacdo da resposta imune contra antigenos
peptidicos. As moléculas do HLA classe II sdo expressas pelas células apresentadoras de
antigenos, como os macrofagos, linfocitos B e celtlas dendriticas, sendo responsaveis pela
participagdo no reconhecimento e apresentacao de antigenos aos linfocitos T. Genes do HLA
classe II estdo associados a suscetibilidade a varias doengas autoimunes, como diabetes
mellitus, artrite reumatdide e Esclerose Multipla (SCHMIDT; WILLIAMSON; KOCH,
2007).

Dentro da regido denominada classe II do HLA, alelos da subregido DR e DQ
(HLA-DRB1*1501 e DQBI1*0602) sao considerados os principais associados ao risco de
desenvolver Esclerose Multipla na populagdo caucasiana (ROJAS et al, 2010). O alelo
DRB1*1501 parece estar associado a doenga em pacientes caucasianos na América do Norte e
Norte da Europa, enquanto os alelos DRB1*1501, DRB1*0301 e DRB1*0401 parecem ser os
responsaveis pela doenca na Sardinia. O alelo HLA-DRB1*04 ¢ descrito como relacionado a

doenga em outras regides do mundo, como Turquia e Ilhas Canarias (BRUM et al, 2007).

No Brasil, existem poucos estudos que avaliaram a associagdo entre o HLA e a
suscetibilidade a Esclerose Multipla, com grande heterogeneidade nos resultados encontrados
(KAIMEN-MACIEL et al, 2009). Um estudo realizado no RJ mostra que o alelo DQB1*0602
estaria associado a doenca em afro-brasileiros, demonstrando uma associacao entre este alelo
e a doenca na auséncia do alelo DRB1*1501 (CABALLERO et al, 1993). Outro estudo
demonstrou que o HLA DRBI1*1501 estaria associado a Esclerose Multipla em brasileiros
caucasianos (ALVES-LEON et al, 2007), enquanto os alelos DRB1*1501 ¢ DRB1*1503
estariam associados a doenga tanto em caucasianos quanto em mulatos do estado de Sao

Paulo (BRUM et al, 2007).

Devido ao grande desequilibrio de ligacao entre os alelos presentes na regido DR
e DQ do HLA, torna-se dificil determinar com precisdo a importincia de cada alelo
isoladamente na suscetibilidade a doenga, sendo igualmente possivel que tanto os alelos

pertencentes ao locus DR quanto ao DQ estejam relacionados ao risco de desenvolver a
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doencga, sendo dificil determinar a importancia quantitativa de cada alelo nesta associagao
genética em relacdo a suscetibilidade de desenvolvimento da doenca (LAAKSONEN et al,
2002).

Assim, o desequilibrio de ligagdo entre os diversos alelos das regides DR e DQ do
HLA torna dificil determinar primariamente qual locus ¢ responsavel por determinar a
suscetibilidade a Esclerose Multipla, sendo inconclusivas as diversas tentativas de investigar
quais alelos conferem risco ao desenvolvimento da doenga nas diferentes populagdes

(TILBERY, 2005).

Como os padrdes de desequilibrio de ligacdo entre os alelos do sistema HLA
diferem entre as populagdes, a melhor abordagem para se tentar resolver esse obstaculo
genético seria através da andlise e comparagdo de um grande numero de hapldtipos de
pacientes com Esclerose Multipla em populagdes bem distintas. No entanto, estudos que
avaliam a associacdo entre HLA e o risco de desenvolver Esclerose Multipla nos diversos
grupos ¢étnicos, em geral, usam pequenos coortes e os resultados sdo muitas vezes

inconclusivos ou conflitantes (OKSENBERG et al, 2004)

No contexto discutido acima, justifica-se a realizacdo de revisdo sistematica e
meta-analise dos estudos de associacdo entre os alelos do HLA classe II DRB1*1501 e
DQBI1*0602 e o risco desenvolver Esclerose Multipla. Uma vez que se trata de uma doenca
rara, existe um nivel de inseguranga grande acerca das inferéncias estatisticas e as
controvérsias apontadas nos estudos isolados. No caso especifico dos alelos em questdo e o
risco de desenvolver Esclerose Multipla, uma revisao sistematica e meta-analise possibilita
vencer o desafio imposto pela reduzida forga estatistica propria dos estudos isolados desta

area de atencdo a saude da populacdo.

1.1 Historico

A historia oficial da Esclerose Multipla iniciou-se em meados do século XIX,
quando duas descri¢des de casos clinicos isolados foram publicadas na década de 1830, por
Robert Carswell e Jean Cruveilhier, que comecaram a descrever uma “nova doenga” que
causava lesdo multipla e irregular do SNC. Uma vez que as descri¢cdes da época eram pobres
na area clinica, as descri¢des patoldgicas ja chamavam a atencdo para a presenga de tecido
lesionado em placas, que para os patologistas de hoje j& poderiam ser reconhecidas como as

lesdes glidticas tipicas da Esclerose Multipla (HICKEY, 1999).
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O neurologista francés Jean-Martin Charcot (1825- 1893) foi o primeiro a
reconhecer a Esclerose Multipla como uma doenca distinta, descrevendo observagdes clinicas
e patologicas detalhadas da doenga, que chamou de “esclerose em placas”. E atribuida a
Charcot a descricdo dos trés sinais clinicos conhecidos como triade de Charcot: nistagmo,
tremor maos e discurso telegrafico, além do relato de mudanca na cognicdo dos pacientes

(BHATTACHARYA, MISHRA, TIWARI, 2012).

Em 1884, Pierre Marie, caracterizou os componentes espasticos e cerebelares da
marcha e disturbios vesicais, intestinais e sexuais da EM. Descreveu uma grande variabilidade
de sintomas clinicos iniciais, delineou varias sindromes estereotipadas e documentou o curso
clinico da doenca — incluindo a categoria da EM benigna e distinguindo a forma progressiva

primaria da secundaria (COMPSTON et al, 2006).

Na América Latina, o primeiro registro de um caso da doenca foi feito pelo
brasileiro Aluizio Marques, em 1923, e, em 1926, o médico brasileiro Antonio Austregésilo

publicou o primeiro estudo neuropatologico da EM na América Latina (TILBERY, 2005).

O conceito de EM como doenca autoimune foi estabelecido em 1935 por Rivers e
Schwentker, através da producdo da encefalite alérgica experimental por inoculacdo de
fragmentos purificados de proteinas da bainha de mielina no tecido neural de macacos

(MACHAY; ANDERSON, 2010).

A participacdo genética na etiologia da EM vem sendo postulada h4d mais de um
século. Estudos genéticos realizados na Dinamarca a partir de 1972 foram os primeiros a
demonstrar a relagdo entre antigenos do sistema HLA e a EM, sendo o haplétipo HLA
DRBI1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602 descrito como fator de risco genético para a doenga
no Norte da Europa, em americanos e em afro-americanos, por meio de estudos posteriores.
Na década de 1990, Sadovnick evidenciou a susceptibilidade genética para a doenga através
da herancga poligénica, na qual genes do sistema HLA e ndo HLA estariam associados ao risco

de desenvolver a doenca (FERNANDEZ et al, 2009; TILBERY, 2005).

A teoria Viking sugere que a distribuicdo da doenca estd fortemente ligada a
dissemina¢do de genes escandinavos, inicialmente pelos Vikings e mais tarde por uma onda
migratéria dos escandinavos para as diversas regides do mundo (REDJAK; JACKSON;
GIOVANNONI, 2010).
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1.2 Definicao

A Esclerose Multipla ¢ uma doenca inflamatdria cronica do SNC, causada por um
processo de inflamacdo, desmielinizacdo e degeneracdo neuronal, afetando principalmente
adultos jovens em populagdes caucasianas, ¢ considerada uma importante causa de

incapacidade permanente nessa faixa etaria (ALCINA et al, 2012; MESADI et al, 2010).

A EM ¢ considerada uma desordem predominantemente autoimune, com a
presenca de processo inflamatorio conduzido por macrofagos e linfécitos T contra a bainha de
mielina neuronal e oligodendrocitos, levando a um infiltrado perivascular de celtlas
inflamatorias com consequente processo de desmielinizag¢do e gliose da substincia branca do
SNC (encéfalo e medula), o que ocasiona uma série de sinais e sintomas neurologicos
decorrente de lesdes na substincia branca, que podem ocorrer na forma de ataques subitos

(surtos) ou serem insidiosos e progressivos (MESSADI et al, 2010; MILO; KAHANA, 2009).

A etiologia da Esclerose Multipla é complexa e heterogénea, com predisposi¢ao
genética e fatores de risco ambientais, heranga poligénica com penetrancia incompleta e

sintomas diversos que variam no tempo e espago (ZUVICH et al, 2009).

Atualmente, a associacdo genética da EM com o antigeno leucocitario humano
(HLA) ¢ bem documentada. As associacdes iniciais da doenga com o HLA foram observadas
na regido de classe I (alelos HLA-A3 ¢ HLA-B7) e mais tarde com os polimorfismos na
regido de classe II, sendo que o principal alelo associado a EM em diferentes estudos € o
DRBI1*15 (BETTENCOURT et al, 2012; BRUM et al, 2007, KAIMEN-MACIEL et al,
2009).

1.3 Epidemiologia

A EM ¢ mais incidente na faixa etaria de 15 a 55 anos, sendo rara a sua
apresentacdo na infancia e acima de 50 anos. Apresenta um pico de incidéncia por volta de 24
anos de idade, diferenciando-se de outras doengas autoimunes, como a artrite reumatoide e a
miastenia gravis, nas quais a incidéncia aumenta com a idade. E mais prevalente em mulheres,
com incidéncia trés vezes (3:1) maior em relacdo ao sexo masculino e em pacientes de origem

caucasiana (MACHADO et al, 2010; ZUVICH et al, 2009).

O inicio da Esclerose Maultipla geralmente ocorre em torno de 30

anos de idade. A distribui¢do dos pacientes pela idade de aparecimento dos sintomas
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demonstra que em torno de 10% dos casos iniciam antes dos 20 anos, em 70% entre 20 e 40
anos, ¢ em 20% apos a idade de 40 anos, sendo o inicio apds os 55 anos considerados raro,

devendo questionar o diagnostico de EM (CONFAVREYZ et al, 2008).

Estima-se que o nimero total de pessoas com EM no mundo seja de 2-2.500.000
de pessoas, com uma distribuigao desigual ao longo do globo, existindo uma nitida relagao
entre a distribui¢ao latitudinal e a prevaléncia da doen¢a, com aumento da prevaléncia em
regides de maior latitude geografica (44° a 66°) e climas temperados, mas com distribuicao

incompleta entre as regides (MILO; KAHANA, 2010; ZUVICH et al, 2009).

Quanto a prevaléncia (figura 1), as regides podem ser divididas em regides de alta
(>30/100.000 casos/habitantes), média (5-30/100.000 casos/habitantes) e baixa prevaléncia
(<5/100.000 casos/habitantes), sendo que aquelas entre os paralelos 44 e 64° s3o consideradas
com as maiores taxas de prevaléncia (TILBERY, 2005). A distribuicdo da EM ao redor do
mundo vai desde 5/100.000 casos/habitantes em 4reas tropicais e Asia, até 100-200 casos por
100.000 habitantes nas regides de clima temperado, como o Norte Europeu, EUA, Canada,
Nova Zelandia e Australia (MILO; KAHANA, 2010).

Figura 1. Prevaléncia da Esclerose Multipla em diferentes regides geograficas (Adaptado de MILO; KAHANA,
2010)
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Aproximadamente 1:1000 americanos sdo afetados pela doenga (cerca de
400.000), com uma prevaléncia estimada em 0,1% (TILBERY, 2005). A doenga apresenta
prevaléncia moderada (0.1 a 0.2%) em paises como EUA, Canad4, Russia, Israel, Europa,
Nova Zelandia e partes da Australia e areas de baixa prevaléncia como a Asia, Africa e

América do Sul, que apresentam incidéncias muito menores que 0,1% (ZUVICH et al, 2009).

Embora a Esclerose Multipla fosse considerada uma doen¢a muito rara no Brasil
até a década de 1990, estudos caso-controle realizada nos ltimos 10 anos tém mostrado que,
apesar da baixa prevaléncia da doenca no pais, devido ao clima equatorial e a miscigenagao
racial, a prevaléncia vem aumentando, chegando em algumas regides a prevaléncia
semelhante as observadas nos paises ocidentais (ALVES-LEON et al, 2007; CABALLERO et
al, 1999; KAIMEN-MACIEL et al, 2009; SILVA et al, 2009; ).

No Brasil, ndo existem dados estatisticos nacionais sobre a EM, apenas dados
epidemioldgicos regionais nos quais a prevaléncia varia conforme a regido geografica,
observando-se maior incidéncia da doenga no Sul e Sudeste, sugerindo a existéncia do fator
latitudinal no pais (MACHADO et al, 2012). A regido Nordeste apresenta prevaléncia de
10:100.000 habitantes, na regido Sudeste essa prevaléncia aumenta para 12 a 18:100.000
habitantes. Na regido Centro-Oeste, a prevaléncia varia de 4,41 a 19:100.000 habitantes e na
regido Sul, a prevaléncia ¢ a maior do pais, variando entre 14 a 27:100.000 habitantes
(CALLEGARO; GOLDBAUM; MORALIS, 2001; DINIZ et al, 2008; FERREIRA et al, 2004;
LANA-PEIXOTO et al 2002; RIBEIRO et al, 2011 ).

1.4 Fatores de Risco Ambientais

Viérios fatores ambientais, infecciosos e nao infecciosos, como virus Epstein-Barr,
tabagismo, imunizagdo e clima sdo considerados fatores de risco em potencial para o
desenvolvimento da EM. Contudo, at¢ o momento, nenhum desses fatores foi
consistentemente identificado como primordial para o desenvolvimento da doenga (MARRIE,

2004; RAMAGAPALAN et al, 2010).

Entre os fatores ambientais, a infeccdo pelo virus Epstein-Barr esta associada ao
desenvolvimento da EM, possivelmente pelo mecanismo de mimetismo molecular ou por ser
capaz de imortalizar células B autorreativas apresentadoras de antigenos (ZUVICH et al,

2009). Outros agentes infecciosos como Herpes virus humano 6, rubéola, varicela,
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Chlamydophila pneumoniae também foram apontados como possiveis desencadeadores da

doenca (REDJAK; JACKSON; GIOVANNONI, 2010).

No mecanismo de mimetismo molecular, patdogenos (como o EBV) apresentam
antigenos com semelhanca estrutural a moléculas proprias do hospedeiro (como proteinas da
bainha de mielina), os linfocitos T especificos para o EBV iniciariam uma resposta imune
que, devido a semelhanca entre antigenos virais e de proteinas da bainha mielina, se tornam
autoimune ao gerar uma resposta inflamatoria “cruzada” entre o virus e neurénios do SNC
(KAKALACHEVE; LUNEMANN, 2011).

A diminui¢ao da exposi¢do ao sol, comum em moradores de regides de clima
temperado, também tém sido considerada fator ambiental importante associada ao risco de
desenvolver a doenca. A reducdo da producio de vitamina D, comum nessas pessoas, causa
uma interferéncia na atividade imunolédgica, sendo considerado o principal mecanismo
biologico que explica esse risco (TILBERY, 2005). Outros fatores ambientais também sao
considerados, como estresse severo, tabagismo, vacinagdo e exposicdo ocupacional a toxinas

(principalmente solventes organicos) (BHATTACHAR; MISHRA; TIWARI, 2012).

Quanto a migracao, observa-se reducao da incidéncia da EM entre os individuos
oriundos de areas de alta prevaléncia que migram para regides de baixa prevaléncia da EM
quando a migracdo ocorre antes dos 15 anos (apresentam a incidéncia da area para onde
migraram), € caso a migragdo para areas de baixa prevaléncia ocorra apds os 15 anos, irdo

apresentar incidéncia idéntica a da area de origem (MACHADO et al, 2012)
1.5 Fatores de Risco Genéticos

As causas genéticas de uma doenga sdo investigadas por meio de estudos de
concordancia. Tais estudos comparam a incidéncia da doen¢a em individuos geneticamente
relacionados, como gémeos monozigoticos, dizigdticos e irmaos ndo gémeos e em individuos
geneticamente ndo relacionados. Caso a incidéncia da doenca seja maior em membros
geneticamente relacionados ao caso, sugere-se que ha um componente genético importante na
suscetilibilidade a doenca (COMPSTON; COLES, 2008; MESSADI et al, 2010; WOOD,
2013).

No caso da EM, estudos de concordancia realizados inicialmente na década de 70
(BOBOWICK et al; 1978) e 80 (EBERS et al, 1986) com gémeos revelam taxa de
concordancia de 30% entre gémeos monozigdticos em comparagdo a 5% entre gémeos

dizigoticos, sugerindo-se um forte componente genético para doenga, contudo, como a
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concordancia entre gémeos monozigotivos nao ¢ 100%, acredita-se que fatores ambientais
também contribuem para o desenvolvimento da doenca (BETTENCOURT et al, 2012).

Desde a década de 70, diversos estudos demonstram que alelos do HLA exercem
a maior contribui¢do genética para a suscetibilidade a doenca, mas o mecanismo exato desse
risco ainda ndo ¢ totalmente compreendido (JERSILD et al, 1972; OLERUP et al, 1987;
SERJEANTSON et al, 1992). Estudos realizados em individuos com EM e outras doengas
autoimunes demonstraram que alelos pertencentes aos loci DR e DQ (HLA classe II) estariam
associados como maior risco genético para desenvolvimento da doenga (ALCINA et al, 2012;
KELLY et al, 1995; SPURKLAND et al, 1991).

O alelo HLA DRBI1*1501 foi associado a EM na América do Norte e em
caucasianos no Norte da Europa (KURSTZKE et al, 1995), enquanto os alelos DRB1*1501,
DRB1#0301 e DRB1*0401 estdo associados a doenca na Sardinia (MARROSU et al, 1997).
O alelo DRB1*1501 também foi associado com EM em caucasianos brasileiros do Rio de
Janeiro (ALVES-LEON et al, 2007), enquanto que o alelo DRB1*1503 foi associada a
doenca em pacientes afro-americanos e norte-americanos, mas nado em afro-brasileiros do Rio
de Janeiro (OKSENBERG et al, 2007).

Uma forte associag@o entre a EM e a presenga do alelo DQB1*0602 foi descrita
em diferentes populacdes étnicas, como caucasianos do norte da Europa (CONCHA et al,
1997), afro-caribenhos e chineses (KELLY et al, 1995a), sendo que em caucasianos, os alelos
DRB1*#1501 e DQB1*0602 estdao em desequilibrio de ligacdo quase absoluta, sendo dificil
determinar a importidncia quantitativa do locus DR ou DQ nesta associagdo genética
(QUELVENNEC et al, 2003).

Muitos alelos distintos dos /oci DR\DQ fazem parte de hapldtipos distintos. O
haplotipo DR15 ¢é frequentemente associado ao DQ6 como parte do haplétipo DRB1*1501,
DRB5*0101, DQB1*0602 e usualmente ligado aos alelos de classe I, sendo razoavel admitir
que a associagdo dos alelos do HLA de classe I com a EM ¢ secundaria ao desequilibrio de
ligagdo com alelos de classe II (COMPSTON et al, 2006).

Diversos outros genes ndo relacionados ao sistema HLA também foram
identificados como importantes para o risco de desenvolver EM, sendo que através de estudos
de associa¢do gendmica foram encontrados mais de 110 genes que podem estar associados ao
risco de desenvolver EM, sendo que a maior parte deles estd envolvida na regulacdo da
resposta imune, podendo estar associados também na génese de outras doengas autoimunes

(DIDONNA; OKSENBERG, 2015).



23

Entre esses genes, destacam-se aqueles relacionados ao receptor da interleucina 7
(cromossomo 5p13) e interleucina 2 (cromossomo 10p15.7) (BETTENCOUT et al, 2012), da
hemocromatose (COMPSTON et al, 2006), fator de necrose tumoral alfa e apolipoproteina E
(REDJAK; JACKSON; GIOVANNONI, 2010). Apesar de diversos estudos apontarem para
varios outros genes como possiveis fatores de risco no desenvolvimento da EM, a regido do

HLA ainda continua representando o principal risco para a doenca.

1.6 Patogenia da Esclerose Miltipla

A esclerose multipla é considerada uma doenga inflamatoria cronica do SNC,
envolvendo mais comumente a substdncia branca periventricular, nervo optico e medula
espinhal. O sistema nervoso periférico (SNP) raramente ¢ acometido (TILBERY, 2005). A
doenga é acompanhada de um processo de desmielinizacdo primdaria ¢ de lesdo axonal com
posterior processo de reparagdo (remieliniza¢do) neuronal pelos oligodendrocitos nas fases

iniciais (figura 2) (COMPSTON et al, 2006).

Figura 2. Fotomicrografia mostrando a atividade desmielinizante aguda na Esclerose Multipla (coloragdo de
imunohistoquimica para mielina com coloragdo dos nucleos celulares em azul). (A) lesdo ativa com infiltrado
inflamatorio (asterisco) e produtos da degradacdo da mielina presentes em numerosos macrofagos (setas); (B)
macrofagos contendo debris de mielina (setas) entremeados com fragmentos da bainha de mielina degenerada
(Adaptado de NOSEWORTHY et al, 2000)

Acredita-se que o processo inflamatério resulte de um mecanismo de
autoimunidade, na qual um distarbio ou processo infeccioso sist€émico em um individuo
geneticamente  suscetivel leve ao desencadeamento do processo inflamatorio,
presumivelmente iniciado por linfocitos T autorreativos que de forma anormal passam a
reconhecer certos componentes do SNC como estranhos (BHATTACHARYA; MISHRA;
TIWARI, 2012; KAUSHANSKY et al, 2012).
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A EM ¢ marcada pela formacao de placas esclerdticas, que consistem de uma area
hipocelular bem demarcada e que representa a fase final de um processo que envolve
inflamacao, desmielinizacdo e remielinizagdo, esgotamento de oligodendrocitos e astrocitos e
degeneracao neuronal e axonal (COMPSTON; COLES, 2008)

A inflamagdo em diferentes regides do SNC e a heterogeneidade das
manifestagdes clinicas nos pacientes parece ser influenciada pela especificidade do
reconhecimento antigénico dos linfocitos T ativados que migram para o SNC e também por
mecanismos efetores dependentes de autoanticorpos (WOOD, 2013). Outro aspecto
importante da participagdo dos linfocitos B na desmielinizacdo refere-se a sua capacidade de
funcionar como célula acessoéria na apresentacdo de antigenos soluveis durante a resposta
imune inicial (CARVALHO et al, 2003)

Estudos que utilizam modelos animais bem caracterizados, conhecidos como
modelo da encefalomielite autoimune experimental (EAE) demonstraram que linfécitos T
ativados especificos para certos componentes da bainha de mielina, quando transferidos para
um modelo animal sdo capazes de causar o desenvolvimento de encefalomielite clinica
semelhante a EM, reforcando o conceito de autoimunidade na doenga. Nesta teoria, os
linfocitos T autorreativos iniciam a resposta inflamatoria no SNC por provavel reagdo cruzada
com antigenos bacteriano\virais e epitopos peptideos derivados dos componentes da bainha de
mielina, num processo de mimetismo molecular (KAUSHANSKY et al, 2010;
NOSEWORTH et al, 2000).

A proteina bésica da mielina (MBP), o proteolipideo (PLP) e a glicoproteina da
mielina do oligodendrécito (MOG) s3o consideradas os principais componentes
encefalitogénicos da mielina do SNC, implicados na patogenia da EM e na indugdo da
encefalomielite autoimune experimental (EAE) em animais de laboratéorio (CARVALHO et
al, 2003; KAUSHANSKY et al, 2010).

Apoés entrar em contato com esses autoantigenos, os linfocitos T ativados por
células apresentadoras de antigenos atravessessam a barreira hemato-encefalica, onde
proliferam e produzem citocinas pro-inflamatdrias que ativam a microglia, astrocitos e células
endoteliais, que, por sua vez, produzem mais citocinas pro-inflamatérias, como IL-1 e TNF-a.
Estes mediadores regulam positivamente a expressdo de moléculas de adesdo no endotélio,
recrutando outras células inflamatérias para a lesdo. Mediadores citotoxicos (proteases,
radicais livres etc) em combinagdo com autoanticorpos levam a ativagdo do sistema
complemento, causando a morte celular dos oligodendrocitos. Os anticorpos contra os

antigenos na superficie da bainha de mielina ou oligodendrécitos podem causar
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desmielinizagdo diretamente, possivelmente por meio da ativagdo de complemento e citdlise
(NOSEWORTHY et al, 2000; REDJAK; JACKSON; CIOVANNONI, 2010).

Vérios tipos celulares e subpopulagcdes de linfoticos T autoreativos estdo
envolvidos na patogénese da EM, sendo papel-chave atribuido ao linfocito T helper 17. Esta
célula secreta citocinas pro-inflamatérias (IL-17, IL-6 IL-23) que causam inflamagdo e
desmielinizagdo do SNC. A atra¢do e migracdo das células Thl7 no liquor e espagos
perivasculares com liberacdo das citocinas leva ao aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefalica com migracdo de células inflatorias adicionais e tardiamente a uma ruptura
completa da barreira, resultando em lesdes inflamatorias ativas e exacerbagdo clinica da

doenca (HOGLUND; MAGHAZACHLI, 2014).

Os linfocitos B apresentam diversos papéis na patogénese da EM, sendo
responsaveis pela producdo de autoanticorpos além de auxiliar na apresentacdo de
autoantigenos aos linfocitos T auto-reativos. Ao reconhecer os autoantigenos apresentados
pelos linfocitos B, os linfoticos T autorreativos sdo ativados e secretam preferencialmente
interleucinas 4, 5 e 10, que por sua vez estimulam os linfocitos B a produzirem auto-

anticorpos, gerando e perpertuando o processo inflamatorio (COMPSTON et al, 2007).

Finalmente, pode ser ainda que a Esclerose Multipla ndo seja decorrente apenas de
um disturbio autoimune, mas sim da resposta a um processo de neurodegeneracao intrinseca
do sistema nervoso central, indicando que a inflamagdo pode apenas seguir a degeneracao
axonal inicialmente causada por um fator atualmente desconhecido (HOGLUND:;
MAGHAZACH]I, 2014).

Com relagao aos aspectos histologicos, a composi¢ao do infiltrado inflamatorio no
exame histopatologico depende do estagio de atividade da doenga, sendo as placas ativas
caracterizadas pela presen¢a de infiltrado inflamatério (principalmente macrofagos e
linfocitos T e B) em veias de pequeno e médio calibre da substancia branca e cinzenta, onde
podem ser identificados produtos de degradac¢do da mielina, pela presenca de debris celulares
no interior do citoplama das células inflamatodrias. As placas nativas cronicas caracterizam-se
pela auséncia de destruigdao da bainha de mielina associada a uma profunda perda da mielina e
oligodendrocitos, com niimero variavel de células inflamatorias nas placas (COMPSTON et
al, 2000).

As lesdes ativas da EM podem ser classificadas em diferentes subtipos
histologicos com base nos padrdes de desmielinizacdo encontrados, definida em funcdo da

perda da MPB, extensdo das placas, padrdes de destrui¢do dos oligodendrécitos e a evidéncia
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imunopatoldgica de ativacdo do complemento. Os subtipos I e II sdo semelhantes a
encefalomielite autoimune por anticorpos, € os subtipos III e IV s3o sugestivos de uma

distrofia primaria dos oligodendrocitos (LUCCINETTI et al, 2000).
1.7 Clinica

A Esclerose Multipla manifesta-se clinicamente por uma variedade de sinais e
sintomas neuroldgicos recorrentes, com carater evolutivo, variavel de paciente para paciente,
com manifestacdes clinicas sucessivas decorrentes de eventos sequenciais de desmielinizagao
e dano axonal, caracterizando a dissemina¢ao das lesdes no tempo e espago, o que implica no
comprometimento de diversas areas do SNC em momentos diferentes (COMPSTON et al,

2006; TILBERY, 2005).

Os pacientes apresentam uma grande heterogenicidade nos sinais e sintomas
clinicos, podendo iniciar a doenga com sintomas neurologicos isolados, conhecidos como
sindrome clinica isolada ou CIS, seguida por surtos de déficits neuroldgicos recorrentes
intercalados por meses a anos, decorrentes principalmente de lesdes na substancia branca, e

mais raramente na substancia cinzenta (HOGLUND; MAGHAZACHI, 2004).

Os sintomas iniciais mais comuns sao paresia nos membros e sinais de liberagdo
piramidal (espasticidade e hiper-reflexia), ataxia, disartria, parestesias ou hipoestesia,
alteracdo esfincteriana (urinaria e fecal) e disfuncao sexual (que refletem o comprometimento
autondmico) (BERTOLUCCI et al, 2011). Outros sintomas, como alteragdes visuais
(amaurose, diplopia), disartria, espasmos musculares, fadiga e sintomas cognitivos e do
humor, como déficit de memoria recente, depressao, deméncia e ansiedade também podem

ocorrer (ZUVICH et al, 2009).

Quanto a evolucado clinica, a EM pode ser classificada em quatro formas (figura
3): (1) forma remitente-recorrente (EM-RR), considerada a forma mais comum (55% dos
casos), caracterizando-se por surtos de déficits neuroldgicos seguidos por recuperacdo parcial
ou total de sintomas; (2) forma secundariamente progressiva (EM-SP), que representa cerca
de 30% dos casos, sendo caracterizada por evolugdo inicial semelhante 8 EM-RR, contudo,
com incapacidade progressiva ao longo da evolucdo (podendo evoluir com ou sem surtos); (3)
forma primariamente progressiva (EM-PP), que ocorre em aproximadamente 10% dos casos

caracterizadas pela incapacidade progressiva sem episodios recorrentes, portanto sem fase



27

remitente. Assim, os individuos apresentam déficits neuroldégicos com pouco ou nenhum

alivio sintomatico (BERTOLUCCI et al, 2011; ZUVICH et al, 2009).

Figura 3. Formas clinicas da Esclerose Multipla (Adaptado de CONFAVREUX; VUKUSIC, 2008)

Curso Clinico Forma Clinica
/\_A_ Remitente-
h Recorrente
Inicio
<
Remitente- .
- : A A Secundariamente-
Recorrente ' ' Bt .
- Progressiva
L Recorrente
- _ et Primariamente-
— .
: Progressiva
Inicio !
. A A - 1 .
Progressivo ™ Progressiva-

il Recorrente

A forma progressiva com surtos (EM-PS), considerada a forma mais rara da
doenca (5% casos), apresenta inicio progressivo com presenga posterior de surtos bem
definidos durante a evolugdo, sendo que o periodo entre os surtos também cursa com continua
progressio. E importante ressaltar que uma forma pode evoluir para outra (MACHADO et al,

2012).

Independente da forma clinica apresentada, a evolucdo da doencga ocorre ao longo
de décadas, com um tempo médio de 30 anos entre o inicio dos sintomas e a morte do
paciente, o que representa uma reducdo na expectativa de vida entre 5-10 anos, e as mortes
atribuidas em 2/3 dos casos a processos infecciosos. As pessoas com a doenca também
apresentam um risco maior de suicidio, refletindo uma maior incidencia de depressao (até
50%) durante a vida, decorrente do processo degenerativo ou, mais provavelmente devido as
restricdes impostas pela doenca (COMPSTON; COLES, 2008). Cerca de quinze anos apos o

inicio da doenga, 20% dos pacientes estdo acamados ou institucionalizados, outros 20% irao

necessitar do uso de cadeiras de rodas ou bengalas para deambular (ROLAK, 2003).
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1.8 Critérios Diagndsticos

O diagnostico da Esclerose Miltipla tornou-se uniforme a partir da publicag¢do dos
critérios de POSER, em 1983, que tinham como proposito demonstrar a disseminagdo das
lesdes neuroldgicas no tempo e no espago, considerando-se dados clinicos e paraclinicos,
como analise do liquido cefalorraquidiano (LCR), Ressonadncia Nuclear Magnética (RNM) e
estudo eletrofisiologico. Em 2001, McDonald e colaboradores propuseram uma revisdo dos
critérios de POSER para incluir a RNM como método auxiliar na determinacdo da
dissemina¢do temporal e espacial da doenca, tornando o diagnostico mais rapido

(BERTOLUCCI et al, 2011).

Os critérios de MacDonald foram revistos em 2005, e atualizados em 2010,
(quadro 1), refletindo a importancia da ressondncia magnética na avaliagao das lesdes da
substancia branca presentes na EM. O diagnoéstico da doenca deve sempre levar em
consideracdo a exclusdo de qualquer outra doenga que possa explicar o quadro clinico do
paciente, ou seja, deve-se considerar um diagnéstico de exclusao (RODRIGUES;

BERTOLUCKCI, 2014).
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Quadro 1. Critérios diagndsticos de McDonald para Esclerose Multipla (Adaptado de POLMAN et al, 2011)

Apresentacao Clinica

Dados adicionais necessarios para o diagndstico de EM

Dois ou mais surtos: evidéncia
clinica objetiva de dois ou mais
lesdes ou evidéncia clinica objetiva
de uma lesdo com evidéncia
histérica razoavel de um surto

prévio

Nenhum

Dois ou mais surtos; evidéncia

clinica objetiva de uma lesao

Dissemina¢ao no espaco, demonstrada por:

Uma ou mais lesdes T2 em pelo menos duas de quatro
regides tipicas (periventricular, justacortical, infratentorial ou
medula espinhal); ou aguardar um segundo surto clinico,
envolvendo um sitio diferente do SNC

Um surto, evidéncia clinica objetiva

de duas ou mais lesoes

Disseminagdo no tempo demonstrada por:

Presenca simultdnea de lesdes que realcem e ndo realcem
apos gadolineo em qualquer tempo ou nova lesdo T2 com
realce por gadolineo em uma RNM de acompanhamento,
independentemente da distancia temporal entre essa e a RNM
basal; ou aguardar um segundo surto clinico

Um

objetiva de uma lesdo (sindrome

surto; evidéncia  clinica

clinica isolada)

Disseminag¢do (a) no espaco ¢ (b) no tempo, demonstrada por:
(a) uma ou mais lesdes T2 em, pelo menos, duas de quatro
regides tipicas (periventricular, justacortical, infratentorial ou
medula espinhal)

(b) Presenga simultanea de lesoes que realcem e nao realcem
apos gadolineo em qualquer tempo; ou nova lesdo T2 ou com
realce por gadolineo em uma ressonancia de
acompanhamento, independentemente da distancia temporal

entre essa e a RNM basal; ou aguardar novo surto clinico

Progressdo neurologica insidiosa
sugestiva de Esclerose Multipla
(Esclerose Multipla Primariamente

Progressiva)

Um ano de progressdo da doenga (determinado prospectiva
ou retrospectivamente) e dois de trés dos critérios a seguir:

1) Evidéncia de disseminagdo no espago, baseado na
presencga de uma ou mais lesoes T2 em, pelo menos uma area
caracteristica da EM (periventricular, justacortical ou
infratentorial)

2) Evidéncia de disseminacdo no espago na medula espinhal,
baseado na presenca de duas ou mais lesdes T2* na medula
espinhal

3) LCR positivo (presenca de bandas oligoclonais por
localizagdo e/ou indice de IgG elevado)
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Os critérios diagndsticos para EM incluem avaliagdo clinica e laboratorial
paraclinica, sempre enfatizando a necessidade de demonstrar lesdes no espago (DIS) e no
tempo (DIT), excluindo outros diagndsticos alternativos. Os critérios revisados de McDonald
(2010) resultaram em diagnostico mais precoce com elevado grau de especificidade e
sensibilidade, permitindo melhor orientagcdo ao paciente e tratamento precoce (POLMAN et

al, 2011).

Para os critérios de DIS (quadro 2), ¢ necessaria a caracteriza¢do da presenca de
pelo menos uma lesdo na RNM cranio em T2, em dois ou mais dos quatro locais considerados
caracteristicos de EM (justacortical, periventricular, infratentorial e medula espinhal). A
impregnacdo da lesdo pelo contraste de gadolinio na RNM do cranio ndo € necessaria para a
caracterizagdo de DIS, e a manifestacdo clinica do paciente relacionada com o
comprometimento de tronco cerebral ou medula espinhal deve ser desconsiderada na

contagem (YAMOUT et al, 2013).

Quadro 2. Critérios de McDonald, revisados em 2010, para demonstragdo da disseminagdo da Eslcerose Multipla

no espago (Adaptado de POLMAN et al, 2011)

A DIS pode ser demonstrada pela presenga de uma ou mais lesdes T2* em pelo menos duas de
quatro areas do SNC:

Periventricular
Justacortical
Infratentorial

Medula Espinhal**

*Nao € necessario realge por gadolineo
**Se 0 paciente tém uma sindrome de tronco encefalico ou medula espinhal, a lesdo sintomatica ¢
excluida do critério e ndo contribui para contagem

A disseminagdo no tempo (quadro 3) passa a ser demonstrada pela caracterizagdo
de uma nova lesdo em T2 e/ou pela caracterizagdo de uma ou mais lesdes com impregnagao
pelo gadolinio no exame de acompanhamento evolutivo, independentemente do tempo
decorrido ap6s o primeiro exame, abandonando a exigéncia do intervalo temporal (POLMAN

etal, 2011).
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Quadro 3. Critérios de McDonald, revisados em 2010, para demonstragdo da disseminagdo da Esclerose Multipla

no tempo (Adaptado de POLMAN et al, 2011)

A DIT pode ser demonstrada por:

1) Nova lesdo T2 e/ou com realce por gadolineo em uma ressonancia magnética de controle de

evolugdo, com referéncia a primeira RNM (ou basal), independente do tempo entre os exames.

2) Presenca simultanea de lesdo assintomatica com realge por gadolineo associada a lesdes que nao

realcem a qualquer tempo.

A RNM ¢ considerada a principal ferramenta complementar para o diagndstico da
EM (figura 4), demonstrando precocemente a presenca de disseminacdo do processo
desmielinizante no tempo e no espago e muitas vezes permitindo o diagnostico da EM na
primeira manifestagdao clinica. Também ¢ util para a monitorizacao da resposta terapéutica
permitindo o acompanhamento in vivo de todas as fases evolutivas da EM (ROCHA et al,

2012).

As lesoes da EM sdo frequentemente situadas na substancia branca periventricular
e de centros semiovais, podendo ser encontradas em qualquer local da substancia branca no
encéfalo e medula, sendo o acometimento da substancia cinzenta (coértex e nucleos da base)
ocorrendo menos frequentemente (cerca de 10%) nos exames de imagem. Contudo, a baixa
sensibilidade da RNM para detectar lesdes corticais pode ser responsavel por esse achado,
uma vez que em estudos post-mortem demonstram comumente envolvimento cortical e

nucleos da base (TILBERY, 2005; COMPSTON et al, 2007).

Figura 4. Ressonancia Nuclear Magnética do cranio demonstrando lesdes hiper-atenuantes peri-ventriculares e

subcorticais (setas azuis) tipicas de Esclerose Multipla (Adaptado de NOSEWORTHY et al, 2000)
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Os achados do liquido cefalorraquidiano (LCR) s3o importantes para excluir
outras condi¢des inflamatorias que afetam o SNC e que podem mimetizar a doenga. Além
disso, a presenca de bandas oligoclonais (BOC) IgG intratecais no LCR ¢ uma caracteristica
invariavel da doenca, sendo encontrada em até 98% dos pacientes. Contudo, com o aumento
da disponibilidade da RNM, esse exame estd sendo menos realizado, tornando-se importante,

mas, ndo essencial para o diagndstico (REDJAK; JACKSON; GIOVANNI et al, 2010).
1.9 Tratamento

O principal objetivo da terapia para a EM consiste em prevenir ou retardar a
progressdo dos déficits neurdgicos reduzindo a atividade inflamatéria do SNC e com isso
evitar a evolugdo da doenga (YAMOUT et al, 2013). Durante os ataques sintomaticos agudos
de déficits neurologicos (surtos), a administragcdo de altas doses de corticosteroides
intravenosos, como metilprednisolona, na forma de pulsoterapia é considerada a terapia de
escolha, sendo eficaz para a melhora sintomatica aguda e recuperacdo dos déficits neurdgicos
decorrentes do surto, contudo, ndo apresenta grande impacto sobre a recuperagdo posterior do

paciente (BHATTACHARYA; MISHRA; TIWARI, 2012).

As terapias modificadoras da doenca, como os imunomoduladores, incluem o
interferon-f la (IFN 1la), administrado por via intramuscular (IM) ou subcutanea (SC) e o
interferon- B 1b, administrado por via subcutinea, além do Acetato de Glatiramer
administrado por via subcutanea, que apresentam eficidcia semelhante na reducdo das
recorréncias (cerca de 30%). Existem trés preparacdes comerciais de IFN B, um IFN 3 1b
(Betaferon e Extavia) e dois IFNP -1a (Avonex e Rebif), sendo que as trés preparacdes sao
licenciadas para uso em EM-RR, entretanto, apenas o Betaferon foi licenciado para uso em
pacientes com a forma EM-SP (CORREALE et al, 2014; REDJAK; JACKSON; GIOVANNI
et al, 2010).

O Fingolimod foi o primeiro agente oral aprovado para o tratamento de EM-RR
com reducdo na taxa de recidiva em 55% e na progressdo da incapacidade neurologica em
30%, sendo considerado hoje como agente de primeira linha no tratamento da doenca, exceto
na Europa, onde foi aprovado como droga de segunda linha. Natalizumab € o unico anticorpo
monoclonal aprovado para o tratamento de EM-RR, que reduz a taxa de recidiva em 68% e a
progressdo da incapacidade neuroldgica em 42% dos pacientes. Contudo, a medicacdo ¢
geralmente reservada nos casos refratdrios as medicagdes de primeira linha (resgate) ou em

doenga altamente agressiva desde o inicio (CORREALE et al, 2014; YAMOUT et al, 2013).
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O tratamento com drogas imunossupressoras como a azatioprina, metrotrexate,
ciclofofasmida, micofenolato, anticorpos monoclonais (rituximab) e transplante de medula
Ossea sao reservados quando os casos sdo refratarios as medicagdes de primeira e segunda
linha (falha terapé€utica) e naqueles com evolu¢do fulminante, sendo capaz de melhorar e

estabilizar a evolucdo clinica nesse grupo de pacientes (BOSTER et al, 2008).

Os desafios atuais no tratamento da Esclerose Multipla esbarram na inexisténcia
de uma terapia eficaz que evite a evolucdo da doenca nas formas recorrentes e a nao
existéncia de tratamento para a forma primariamente progressiva (EM-PP), sendo que apesar
das inumeras opgoes terapéuticas, as medicacdes atuais tém apenas um efeito parcial sobre a
prevencao das recaidas e acumulo de deficits neuroldgicos, ndo sendo capaz de evitar a

conversao da doenga para as formas progressivas (CARRITHERS, 2014).

2 O SISTEMA HLA
2.1 Introducgao

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC — do inglés Major
Histocompatibility Complex) ¢ formado por um grupo de genes responsaveis pela codificacao
de receptores proteicos presentes na superficie de diversas células do organismo e descritos
inicialmente durante processos de rejei¢ao de tecidos (histo = tecido) em ratos. Em seres
humanos, o MHC ¢ chamado de HLA (Human Leukocyte Antigen) pelo fato de ter sido
identificado inicialmente na superficie de leucocitos em pacientes transplantados.
(FERNANDES et al, 2003; WOOD, 2013).

O HLA ¢ reconhecido como tendo participacdo central na resposta imune contra
diversos patogenos responsaveis por doengas infecciosas intra e extracelulares, neoplasias,
autoimunidade e compatibilidade no transplante de tecidos, por meio da ativagdo de linfocitos

T mediante apresentacdo de antigenos (MORRIS, 2008).

2.2 Localizacdo Génica

O sistema HLA localiza-se no braco curto do cromossomo 6 (locus 6p21.3),

ocupando uma por¢ao no DNA equivalente a 3.500 quilobases e contém mais de 200 genes na

sua estrutura. Esses genes estdo intimamente ligados, representam aproximadamente 0,1% do



34

genoma humano, e a maior parte estd associada a resposta imune (OLIVEIRA; SELL, 2002;
RAMAGOPALANA; KNIGHTA; EBERS, 2009).

2.3 Classificacao do Sistema HLA

Os genes do sistema HLA sao divididos em trés classes: I, II e III (figura 5), sendo
que a regido classe I € responsavel por codificar as moléculas do HLA A, B e C, encontradas
em praticamente todas as células nucleadas. A regido classe II codifica as moléculas HLA-
DR, -DQ e —DP, expressas na superficie de células apresentadoras de antigenos (células
dendriticas, macrofagos e linfocitos B), e os genes de classe III sdo responsaveis pela sintese
de proteinas associadas a imunidade, como os fatores de necrose tumoral, componentes do

complemento (C2 e C4) e a enzima 21-hidroxilase (ALVES et al, 2006)

Figura 5. Localizagdo e organizacdo génica do sistema HLA no cromossomo 6 (adaptado de KLEIN; SATO,
2000)
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2.4 Estrutura e Funcao das Moléculas HLA

2.4.1 HLA Classe 1

Trés loci de HLA classe I sdo descritos, chamados de HLA-A, HLA-B ¢ HLA-C
ou genes cléssicos (classe IA) cujos produtos moleculares sdo expressos na superficie de
praticamente todas as células nucleadas, tendo como funcdo principal a apresentagdo de
antigenos peptideos aos linfocitos T CD8+. Sdo glicoproteinas constituidas de duas cadeias
polipeptidicas ligadas ndo covalentemente, uma maior, chamada cadeia alfa, altamente
polimdrfica, com peso molecular de 45 kDa, codificada por genes localizados no cromossomo
6, e outra menor, chamada de microglobulina-2, com peso de 12 kDa, codificada por um
gene no cromossomo 15 (WOOD, 2013).

A cadeia alfa apresenta trés dominios extracelulares (al, a2 e a3) e se insere na
membrana celular por meio de uma sequéncia hidrofobica, sendo seguida por uma regido
intracitoplasmatica hidrofilica (figura 6). Os dominios al e a2 interagem formando uma
plataforma de oito algas beta pregueadas no topo das quais ocorrem duas a hélices, separadas
por uma longa fenda, onde ocorre a ligacdo para os antigenos peptideos processados, com
tamanho de 8-10 aminoacidos. O dominio o3 se insere na membrana plasmatica e se liga a
cadeia B (OLIVEIRA; SELL, 2002).

Os dominios al e a2 (fenda de ligagdo) sdo considerados os residuos polimorficos
das moléculas classe I, que contribuem para as diversas variagdes existentes entre os alelos de
classe I, na ligagdo a antigenos peptideos e no reconhecimento pelos linfocitos T CD8+

(ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2012).
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Figura 6. Estrutura do HLA Classe I e II. As regides mais polimodrficas nas moléculas de classe I ocorrem nos
dominios al e a2 sendo a cadeia § ndo polimorfica. Nas moléculas de classe 11, o polimorfismo mais acentuado
ocorre nos dominios al (HLA-DQ e HLA-DP) e f1 (HLA-DR, DQ e DP) (Modificado de DONADI, 2000)

MHC | MHC Il
HLA-A,B,C HLA-DQe DP HLA-DR

2.4.2 HLA Classe 11

O HLA classe II apresenta trés loci, chamados DP, DQ e DR e cada um contém
um gene o (DPA, DQA e DRA) que ¢ responsavel pela codificacdo da cadeia a. Os loci DP e
DQ apresentam também genes [, chamados de DPB e DQB, que codificam a cadeia f,
enquanto que o loci DR apresenta quatro genes diferentes que codificam as cadeias § (DRBI,
DRB3, DRB4 e DRB5) (WOOD, 2013).

As moléculas do HLA classe II sdo constituidas por duas cadeias polipeptidicas
que estdo ligadas de modo ndo covalente, sendo denominadas cadeias o e 3, com pesos
moleculares de 33 kD e 28 kD, cujos genes codificantes para essas cadeias localizam-se no
cromossomo 6 (locus HLA) e sdo altamente polimorficos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2012)

As cadeias apresentam trés porgoes: extracelular, transmembrana e uma porgao
intracelular. Os dominios mais distais (ol e Bl aminoterminais) formam a fenda da ligacao
dos peptideos, estruturalmente semelhantes a de classe I, e capazes de acomodar antigenos

peptidicos de 10-20 aminoacidos de extensao (MORRIS, 2008).
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2.5 Nomeclatura do Sistema HLA

A nomenclatura do sistema HLA ¢ normatizada por um comité internacional que
se retine regularmente para atribuir novos nomes aos genes recentemente descobertos ou para
mudar a nomenclatura vigente (ALVES et al, 2006). Inicialmente, a tipificagdo do HLA era
feita sorologicamente pela identificagdo apenas do antigeno, sendo que nesse método o alelo ¢
descrito pela sigla HLA seguida por uma ou duas letras maitsculas que representam o locus
génico e por um ou dois algarismos que representam o gene (p. ex. HLA-A1, HLA-DR4,
HLA-B2) (MONTEAGUDO, 2014)

Com a evolugdo da classificagdo por métodos de biologia molecular, foi possivel
a detec¢do do alelo especifico e ndo apenas do antigeno, aumentando a sua variedade. Os
alelos sao representados pela letra do /locus seguida por um asterisco (que identifica o método
como sendo de biologia molecular) e por dois a oito digitos (p.ex, HLA DRB1*1501,
A*0101). Os dois digitos iniciais definem a familia soroldgica a qual pertence o alelo; o
terceiro e o quarto especificam o alelo dentro da familia; o quinto e o sexto digitos descrevem
variacoes do alelo e o sétimo e oitavo descrevem variagdes nos introns (regides 5'ou 3°do
gene) (DONADI, 2000).

A nomenclatura de alelos HLA de classe II ¢ feita com a designacao do HLA e
seu locus génico, acrescentam-se a letra “A” ou “B” para representar as cadeias polimorficas
alfa ou beta do HLA-DR ¢ HLA-DQ ¢ a letra “B” para representar a cadeia polimorfica beta
do HLA-DP (por exemplo, HLA-DQA, HLA-DRB, HLA-DPB). Em seguida, como definido
para o HLA de classe I, quatro a oito digitos sdo adicionados apds um asterisco (por exemplo,

HLA-DRB1*0101) (ALVES et al, 2006).

2.6 Polimorfismo do HLA

Dentro de uma mesma espécie, os cromossomos homoélogos sdo bastante
similares, contudo, em determinadas localizagdes (loci) pode haver variabilidade na sequéncia
de nucleotideos dos genes. Se essa variagdo € encontrada na populacdo em uma frequéncia
superior a 1%, denomina-se polimorfismo (ALVES et al, 2006). Assim, um determinado gene
pode ter uma sequéncia diferente em individuos distintos da mesma espécie resultando ou nao
em uma sequéncia diferente de aminoacidos na proteina (DONADI, 2000). Os polimorfismos

também sdo responsaveis pela diversidade humana, ja que diferentes fenotipos sao
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decorrentes de diferentes polimorfismos, como o sistema ABO, Rh e o sistema HLA

(ROCHA et al, 2007).

No sistema HLA, uma de suas principais caracteristicas ¢ o extenso grau de
polimorfismo mostrado em diferentes loci. Um gene particular pode existir em formas
ligeiramente diferentes em individuos distintos. Essas formas sdo chamadas de alelos, e
surgem quando o gene para uma determinada proteina modifica-se fornecendo outra
sequéncia diferente de DNA, resultando em uma sequéncia diferente de aminoéacidos na
proteina (CHOO, 2007). Muitas dessas mutacdes sdo perdidas por acaso ou porque a proteina
modificada ndo funciona tdo bem quanto a original. Quando um gene apresenta diferentes
alelos, diz-se que ele ¢ polimorfico, sendo que as formas da proteina codificada pelos

diferentes alelos diferem por um ou poucos aminoacidos (WOOQOD, 2013).

O estudo dos diversos alelos do sistema HLA em diversos grupos étnicos aponta
para conversdo génica e as mutagdes de ponto como principais mecanismos de geracdo da
diversidade alélica, sendo que os locais de maior polimorfismo estao nas regides das cadeias
alfa e beta, que estdo em contato com peptideos antigénicos (DONADI, 2000). Uma
explica¢do razoavel para essa observagdo ¢ que a diversidade alélica tenha sido gerada em
decorréncia da interacdo com os agentes patogénicos, havendo a selecdo de moléculas
induzidas pelos patogenos (DONADI, 2000).

O polimorfismo ndo ¢ uniformemente distribuido ao longo da molécula, estando
mais concentrado na regido da fenda de ligacdo peptidica, alterando a especificidade de
ligacdao do peptideo a molécula do HLA, sendo que a distribuicdo e freqiiéncia dos diferentes
alelos HLA variam muito entre os diferentes grupos étnicos, tendo sido postulado que a
pressdo seletiva por diferentes agentes infecciosos em diferentes areas geograficas sejam

responsaveis pelo aparecimento desses polimorfismos. (CHOO, 2007).

2.7 Polimorfismos genéticos do HLA e a Esclerose Multipla — Revisiao
Sistematica e Meta-analise

Os genes do complexo HLA s3o altamente polimorficos, com varios de seus
alelos implicados na susceptibilidade e/ou protecao a varias doencas autoimunes. Forte
associacao dos alelos DQB1*0602, DQA1*0102 ¢ DRB1*1501 que compdem o hapldtipo

DR2, no desenvolvimento da EM na populagdo caucasiana tem sido descrita. Contudo, o alelo
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DQBI1*0602 parece conferir susceptibilidade a doenca, mesmo na auséncia da expressdo dos
alelos DQA1*0102, DRB1*1501 (CARVALHO et al, 2003).

O alelo DRB1*1501 j& foi associado a doenga em pacientes caucasianos na
América do Norte e Norte da Europa, enquanto os alelos DRB1*1501, DRB1*0301 e
DRB1*0401 parecem ser os responsaveis pela doenga na Sardinia. O alelo HLA-DRB1*04 ¢
descrito como relacionado a doenga em outras regidoes do mundo, como Turquia e Ilhas
Canarias (BRUM et al, 2007). Devido ao forte desequilibrio de liga¢do entres os alelos das
regides DR e DQ, ainda ndo ¢ consenso qual alelo estar primariamente associado ao risco de
desenvolver EM, Contudo, os alelos DRB1*1501 e DQB1*0602 s3ao os mais estudados dentro
do sistema HLA, sendo os resultados muitas vezes divergentes e conflitantes

(KAUSHANSKY et al, 2009).

Como a distribui¢ad dos alelos do sistema HLA difere entre as populagdes, a
melhor abordagem para se tentar resolver esse obstaculo genético seria por meio da analise e
comparagdo de um grande nimero de hapldtipos de pacientes com Esclerose Multipla em
populagdes bem distintas. No entanto, estudos que avaliam a associacdo entre 0 HLA e o risco
de desenvolver Esclerose Multipla nos diversos grupos étnicos, em geral, usam pequenos
coortes, metodologias diferentes para analise molecular, diferentes critérios para a inclusao de
casos e controles e métodos estatisticos diferentes para avaliar a associacdo. Como
consequéncia, os resultados sdo muitas vezes inconclusivos ou contraditérios (OKSENBERG

et al, 2004).

Neste contexto, as revisoes sistematicas ¢ meta-analises t€ém se tornado cada vez
mais importante na area cientifica, pois resumem e sintetizam os resultados de uma grande
quantidade de estudos cientificos. Contudo, ndo substituem a necessidade de realizagdo de

trabalhos e estudos randomizados que sdo importantes como fonte de novos conhecimentos

(GREEN, 2005).

A revisdo sistematica da literatura médica refere-se a uma revisdo planejada da
literatura cientifica, utilizando métodos sistematicos para identificar, selecionar e¢ avaliar
criticamente estudos relevantes sobre uma questdo claramente formulada, reduzindo assim os
vieses de uma revisdo ndo sistematica (SOUSA; RIBEIRO, 2008). Sdo de particular
importancia quando se avalia uma série de estudos realizados separadamente a respeito de um
determinado tema, com resultados similares ou contraditorios, sendo Uteis ao sintetizar os

dados obtidos nos diversos trabalhos (LOVATTO et al, 2007)
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A meta-andlise ¢ um método que combina resultados de varios estudos para
melhorar a poténcia estatistica dos resultados das pesquisas isoladas, sendo bastante utilizada
na area médica, na qual geralmente, muitos estudos sao conduzidos em grupos populacionais
pequenos, decorrentes da raridade do evento (GREEN, 2005). A meta-analise avalia de modo
simultaneo, os resultados de varias investigagcdes sobre um mesmo tema, aumentando o nivel
de confianca nas inferéncias estatisticas. O seu emprego também se justifica porque muitos
estudos sobre um mesmo tema podem apresentar concordancia, enquanto outros sao
discordantes, gerando desconforto e inseguranga acerca das conclusdes apresentadas
(LOVATTO et al, 2007)

O grande numero de estudos de casos que investigaram a associagdo entre a
presenca dos alelos DRB1*1501 e DQB1*0602 e o risco de desenvolver Esclerose Multipla e
as constantes divergéncias entre os resultados apresentados nesses estudos justificam a
realizagdo de uma revisdo sistematica e meta-analise. Uma vez que se trata de uma doenca
rara, existe um nivel de inseguranca grande acerca das inferéncias estatisticas e muitas

controvérsias sao apontadas nos estudos isolados.

No caso especifico dos alelos avaliados no presente estudo e o risco de
desenvolver Esclerose Multipla, uma revisdo sistematica e meta-analise possibilitaria vencer a
reduzida forca estatistica propria dos estudos isolados acerca desta associagdo, € por métodos
estatisticos apropriados, as possiveis associa¢des entre a presenca dos alelos DRB1*1501 e

DQB1*0602 e o risco de desenvolver Esclerose Multipla poderiam ser mais bem elucidadas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- Investigar por meio de uma revisdo sistematica e meta-analise a contribui¢ao dos
alelos HLA DRBI1*1501 ¢ DQB1*0602 no risco de desenvolver Esclerose Multipla nas

diversas populacdes do mundo.

3.2 Objetivos Especificos

- Revisar os principais estudos que investigaram a associacao dos alelos HLA
DRBI1*1501 e DQBI1*0602 e o risco de desenvolver Esclerose Multipla nas diversas

populagdes do mundo.

- Descrever a frequéncia dos alelos HLA DRBI*1501 e DQB1*0602 nos

pacientes com Esclerose Multipla e em grupos controle nas diferentes populagdes do mundo.

- Avaliar a associacao dos alelos HLA DRB1*1501 e DQB1*0602 com o risco de

desenvolver Esclerose Multipla.
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4 METODOLOGIA

No presente trabalho, uma revisdo sistemdtica das principais publicagdes
encontradas na base de dados eletronicas PUBMED foi realizada de forma independente

por dois pesquisadores.

A pesquisa foi realizada em 29/04/2014, utilizando os termos HLA, MULTIPLE
SCLEROSIS, DR, DQ, com periodo de publicagdo entre 1990 e 2014 correspondendo aos
ultimos 24 anos de pesquisas sobre o assunto. As pesquisas na base de dados identificaram
um total de 173 artigos com potencial de inclusdo na revisdo. Com a revisao ja em
andamento, uma nova busca na base de dados PUBMED foi realizada em 25/05/2014
utilizando-se os termos HLA, MULTIPLE SCLEROSIS, BRAZIL com o objetivo de
encontrar artigos especificos sobre temas publicados por autores brasileiros, sendo
identificados mais nove artigos com publicagdes entre 1999 e 2014, perfazendo um total de

182 artigos utilizados inicialmente para o trabalho.

Apos leitura dos titulos e resumos dos 182 artigos, 102 artigos foram excluidos,
pois ndo estavam relacionados a associacao entre os alelos DRB1*1501 e DQB1*0602 ¢ o
risco desenvolver EM, sendo entdo selecionados 80 artigos para leitura na intrega. Dois
examinadores leram e avaliaram os artigos quanto aos critérios de inclusdo e exclusdo, sendo
76 artigos oriundos da primeira pesquisa e 4 artigos da segunda. Apos a leitura na integra dos
80 artigos, 15 artigos preencheram os critérios de inclusdo. Além disso, foi feita uma revisao
das referéncias bibliograficas de todos os artigos lidos com o objetivo de ampliar a busca, o
que resultou na adigdo de trés novos artigos, restando no final em 18 artigos que preencheram
os critérios de inclusdo e foram selecionados para a revisdo sistematica e meta-analise.

Os critérios de inclusao utilizados foram: (1) Diagdstico de Esclerose Multipla
definidos pelos critérios de Poser ou MacDonald; (2) Estudo tipo caso-controle; (3) Andlise
dos polimorfismos do HLA DRB1*1501 e DQB1*0602 utilizando técnicas de PCR (Reacao
em Cadeia de Polimerase) e outros métodos moleculares como hibridizacdio ou
sequénciamento génico, independente da analise de outros polimorfismos HLA ou nao-HLA;
(4) Publicacdo em lingua inglesa; (5) Ano de publicacdo entre 1990 e 2014; (6) Apresentagdo
da frequéncia alélica dos polimorfismos avaliados ou de dados brutos que permitissem o seu
calculo; (7) Possibilidade de avaliar a frequéncia dos alelos DRB1*1501 ¢ DQB1*0602 de

forma isolada.
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Foram excluidos os artigos que ndo obedeciam a todos os critérios de inclusao, ou
aqueles nos quais havia impossibilidade de extrair dados que permitissem calcular a
frequéncia alélica, ou com impossibilidade de avaliagdao isolada dos alelos DRB1*1501 e

DQB1*0602.

As seguintes informagdes foram coletadas de cada estudo: (1) autor (ltimo nome
do primeiro autor); (2) ano de publicagdo; (3) pais ou area onde o estudo foi realizado; (4)
nimero de casos; (5) numero de controles; (6) frequéncia alélica (DRB1*1501 e/ou
DQB1*0602). Os estudos encontrados foram lidos por dois examinadores e avaliados quanto
aos critérios de qualidade, a metodologia, a analise estatistica e as conclusdes apresentadas. O
presente estudo ndo foi submetido a aprovacdo de um comité de ética em pesquisa, visto que
os trabalhos selecionados ja haviam sido devidamente aprovados pelos seus respectivos

comiteés.



Figura 7 - Fluxograma da pesquisa de artigos cientificos nas bases de dados disponiveis
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No contexto da meta-andlise, ¢ importantes avaliar a heterogeneidade entre os
estudos agrupados, pois a natureza distinta dos diferentes estudos, em termos de delineamento
e em relagdo aos métodos empregados em cada um € o principal obstaculo na combinagdo de
resultados. A heterogeneidade ¢ definida como a diversidade entre os estudos, podendo
interferir fortemente nos resultados e pode ser avaliada pelo teste do y2 de heterogeneidade
(SOUSA; RIBEIRO, 2008). Assim, os achados de todos os artigos foram agrupados em tabela
unica e a diversidade foi avaliada com o emprego do teste do y2 de heterogeneidade, com
intervalo de confianga de 95%, determinada em seus respectivos estudos.

Caso o teste do 2 de heterogeneidade revele um p-valor > 0,05, a hipotese nula ¢é
confirmada, ou seja, os estudos sdo homogéneos. Recomenda-se entdo utilizar os testes de
efeito fixo que pressupdem que todos os estudos apontam em uma mesma direcdo. Neste
contexto, o mais utilizado ¢ o teste de Mantel-Haenszel. Por outro lado, se o teste do 2 de
heterogeneidade resultar em um valor < 0,05, isso indica diversidade e heterogeneidade entre
os estudos. Desta forma, recomenda-se o uso de testes de efeito randdmico ou aleatorio, como
o testes de DerSimonian-Laird (HAIDICH, 2010)

Testes globais de associagdo foram entdo utilizados para avaliar a significancia
das correlacoes e os valores de cada estudo foram combinados com testes de efeitos fixo e
randomico. Tanto para testes de efeito fixo quanto para os de efeito randdmico, calculam-se
as Odds Ratios, seus intervalos de confianca (95%) e os pesos para cada estudo
individualmente e combinados, gerando a estimativa de efeito conjunto. Estudos com maior
poder estatistico, ou seja, com maior populagdo e maior efeito de intervengdo, possuirdo
maior peso (HAIDICH, 2010).

Adicionalmente, graficos do tipo forest plot foram elaborados para os testes. A
vantagem destes graficos ¢ sumarizar no mesmo espaco todas as informagdes sobre o efeito e
a contribuicdo de cada estudo para a analise.

Neste tipo de grafico, cada linha representa um estudo, sendo que a ultima, no
formato de um losango, representa a combinagao dos resultados. O resultado de cada estudo ¢
descrito nas formas grafica e numérica. Na forma grafica, os quadrados centrais representam o
risco relativo (RR) ou a razdo de riscos e os tracos, os intervalos de confianga (IC). Quando o
IC ndo ultrapassa a linha de nulidade (posi¢do 1.0 no grafico), pode-se afirmar que o estudo ¢

estatisticamente significante, tanto isoladamente quanto para o valor combinado (SOUSA;
RIBEIRO, 2008). Como o agrupamento de todos os estudos revelou homogeneidade, aplicou-

se o teste de efeito randomico de DerSimonian-Laird
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5. RESULTADOS

5.1 Revisao Sistematica

5.1.1 Descricao dos Estudos

Foram encontrados na literatura 18 artigos que preencheram os critérios de
inclusdo para esta revisdo sistematica (quadro 4), com periodo de publicacdo entre 1990 e
2014 e um total de 1.631 casos e 2.322 controles analisados em conjunto.

Dentre os estudos incluidos, 15 estudos avaliaram a frequéncia dos alelos
DRB1#1501 e DQB1*0602 conjuntamente e trés estudos avaliaram apenas o alelo
DQBI1*0602, perfazendo um total de 15 estudos que avaliaram a frequéncia do alelo
DRBI1*1501 (quadro 5) e 18 estudos que avaliaram o alelo DQB1*0602 (quadro 6).

Quanto aos grupos populacionais estudados, observaram-se trés estudos
brasileiros (CABALLERO et al, 1993; CARVALHO et al, 2003; ALVES-LEON et al, 2007),
um noruegués (SPURKLAND et al, 1991a), dois japoneses (SPURKLAND et al, 1991b;
HAO et al, 1992), dois chineses (SERJEANTSON et al, 1992; KELLY et al, 1995b), um
italiano (CIUSANI et al, 1995), um inglés (KELLY et al, 1995b), dois espanh6is (CONCHA
et al, 1995; FERNANDEZ et al; 2009), um turco (DIRESKENELI et al, 1997), um
australiano (STEWUART et al, 1997), um israelense (KWON et al, 1999), um alemao (ZIPP
et al, 2000), um indiano (KELLY et al, 1995a) e um martinicano (KELLY et al, 1995a). Um
desses estudos (Kelly et al, 1995a), realizado no Reino Unido, analisou a popula¢do indiana e
caribenha residentes naquele pais e outro estudo (KELLY et al, 1995b) foi realizado
conjuntamente entre pesquisadores do Reino Unido e China estudando a populagdo inglesa e
chinesa separadamente.

No presente estudo, artigos de 14 paises foram selecionados, havendo uma
predominancia de estudos no continente Asiatico, com a populagdo de seis paises avaliados
(Japao, China, Turquia, Israel, Ird e india), dois na América (Brasil e Martinica), cinco na
Europa (Noruega, Itdlia, Reino Unido, Espanha e Alemanha) e um na Oceania (Australia).
Nenhum estudo realizado no continente africano foi selecionado.

Em um dos estudos (Kelly et al, 1995b), os nimeros dos grupos caso e controle
selecionados inicialmente ndo correspondiam ao nimero de casos e controles submetidos a
analise molecular, assim a frequéncia alélica analisada estatisticamente corresponde aos casos

e controles que tiveram analise molecular concluida.



Quadro 4. Caracteristicas dos estudos incluidos na revisdo sistematica ¢ meta-analise
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N AUTOR LOCAL CASO (n) CONTROLE (n) ALELOS
1 | Spurkland et al, 1991a | Noruega 69 181 DQB1*0602
2 | Spurkland et al, 1991b | Japao 24 23 DRB1*1501
DQB1*0602
3 | Serjeantson et al, 1992 | China 11 36 DRB1*1501
DQBI1*0602
4 | Hao etal, 1992 Japao 49 44 DRBI1*1501
DQB1*0602
5 | Caballero et al, 1993 | Brasil 44 (mulatos) 88 (mulatos) DRBI1*1501
DQB1*0602
6 | Ciusani et al, 1995 Italia 94 98 DRB1*1501
DQBI1*0602
7 | Kelly etal, 1995a Reino Unido | 70 (40 Indianos ¢ | 178 (87 Indianos | DQB1*0602
30 Caribenhos) e 91 Caribenhos)
8 | Kelly et al, 1995b Reino 159 (111 Ingleses | 209 (115 Ingleses | DRB1*1501
Unido/China | e 48 Chineses) ¢ 94 Chineses) DQB1*0602
9 | Concha et al, 1997 Espanha 135 168 DRB1*1501
DQB1*0602
10 | Direskeneli et al, 1997 | Turquia 103 101 DRB1*1501
DQBI1*0602
11 | Stewart et al, 1997 Australia 100 100 DRB1*1501
DQB1*0602
12 | Kwon et al, 1999 Israel 162 (104 252 (132 DRB1*1501
Ashkenazi e 58 Ashkenazi e 120 | DQB1*0602
ndo Ashkenazi) ndo Ashkenazi)
13 | Zipp et al, 2000 Alemanha 66 210 DRB1*1501
DQB1*0602
14 | Carvalho et al, 2003 Brasil 26 54 DQB1*0602
15 | Quelvennec et al, Martinica 55 100 DRB1*1501
2003 DQB1*0602
16 | Alves-Leon, 2007 Brasil 84 (44 mulatos/40 | 180 (88 DRB1*1501
brancos) mulatos/92 DQB1*0602
brancos)
17 | Ghabaee et al, 2009 Ird 183 100 DRB1*1501
DQB1*0602
18 | Fernandez et al, 2009 | Espanha 197 200 DRB1*1501
DQBI1*0602
TOTAL 1.631 casos 2.322 controles
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Quadro 5 . Estudos que avaliaram a frequéncia do alelo DRB1*1501 em pacientes com Esclerose Multipla e

controles
N AUTOR LOCAL CASOS CONTROLE OR IC
Alelo + Alelo — Alelo + Alelo —
(%) (%) (%0) (%)
1 Spurkland Japdo 4 (17) 20 (83) 29 21 (91) - -
etal, 1991b
2 | Serjeantson China 8(72,7) 3(27,3) | 20(55,6) | 16(444) - -
et al, 1992
3 Hao et al, Japéao 11(22,5) | 38(77,5) | 5(11,4) | 39(88,6) - -
1992
4 Caballero Brasil 3 (6,8) 41 (93,2) 1(1,1) 87 (98.,9) -- --
et al, 1993
5 Ciusani et Italia 15(15,9) | 79(84,1) | 11(11,2) | 87(88,8) - -
al, 1995
6 | Kellyetal, | China/Rein | 9 (18,8)" | 39(81,2) | 19(202) | 75 (79.,8) - -
1995b a Unido 60 (54,1)* | 51(45,9) | 20(17,4) | 95 (82.,6) - -
7 Concha et Espanha 41 (30) 94 (70) 29 (17) 139 (83) | 2.09 -
al, 1997
8 | Direskeneli Turquia 29 (28,2) | 74(71,8) | 14(13,9) | 87(86,1) | 2.4 --
et al, 1997
9 Stewart et Australia 87 (66,7) 43 (43) 17(17) 83 (83) 6.47 -
al, 1997
10 | Kwon et al, Israel 24 (23,1)° | 80(76,9) 7(5,3) 125 (94,7) | 5.36
1999 10 (17,2)" | 48 (82,8) 7 (5,8) 113 (94,2) | 3.36
11 | Zippetal, | Alemanha | 38 (57,6) | 28 (42,4) | 54 (25,7) | 156 (74,3) - -
2000
12 | Quelvennec | Martinica 6 (11) 49 (89) 33 97 (97) - -
et al, 2003
13 | Alves-Leon Brasil 16 (40)’ 24 (60) 11(12) 81 (88) - -
et al, 2007 3(6,8)° 41 (93,2) 1(1,1) 87 (98,1) - -
14 | Ghabaee et Ird 82 (46) 96 (54) 12 (20) 46 (80) - -
al, 2009
15 | Fernandez Espanha 76 (38,6) | 121 (61,4) | 51 (25,5) | 149 (24,5) | 1.83 | 1.196-
et al, 2009 5 2.816
TOTAL 522 (35) | 969 (65) | 284 (15,2) 1583 - -
(84,8)

"Grupo Chinés * Grupo Inglés

> Grupo Caucasiano °Grupo Mulato

> Grupo Ashkenazi * Grupo Nio-Ashkenazi



Quadro 6. Estudos que avaliaram frequéncia do alelo DQB1*0602 em pacientes com Esclerose Multipla ¢
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controles
N AUTOR LOCAL CASOS CONTROLE OR IC
Alelo+ | Alelo - Alelo Alelo -
(%) (%0) +H(%) (%0)
1 | Spurkand et Noruega 50(72) | 19(28) 60 (33) 121 (67) -- --
al, 1991(a)
2 | Spurkland et Japao 4(17) 20 (83) 2(9) 21 (91) -- -
al, 1991 (b)
3 | Serjeantson China 6(54,5) | 55,5 | 6(16,7) | 30(83,3) -- -
et al, 1992
4 Hao et al, Japao 11 38 3 (6,8) 41 (93,2) -- --
1992 (22,5) (77,5)
5 Caballero Brasil 18 (41) | 26 (59) 15 (17) 73 (83) 3.3 -
et al, 1993
6 Ciusani et Italia 9 (9,6) 85 33,1 95(96,9) | 3.32 -
al, 1995 (90,4)
7 | Kellyetal, | Reino Unido | 6 (15)" | 34 (85) 4 (4,4) 87 (95,6) -- -
1995 (a) 15 12 32(36,8) | 55(63,2)
(55,5 | (44,5)
8 | Kellyetal, | China/Reino | 7 (14,9)° 40 12 (13,8) | 75(86,2) -- --
1995 (b) Unido 56 (85,1) 19 (17,3) | 9182,7) -- -
(52,3)* 51
(47,7)
9 Concha et Espanha 41 (30) | 94 (70) 38 (23) 130 (77) -- --
al, 1997
10 | Direskeneli Turquia 27 76 10(9,9) | 91(90,1) | 3.2 -
et al, 1997 (26,2) (73,8)
11 Stewart et Australia 54 (54) | 46 (46) 18 (18) 82 (82) 5.35 -
al, 1997
12 | Kwon et al, Israel 20 84 11(8,3) | 121 (91,7) | 2.62 -
1999 (19,2)° (80,8) 6 (5) 114 (95) - -
8 (13,8)° 50
(86,2)
13 | Zippetal, Alemanha 39 24 39 (18,6) | 171 (81,4) -- --
2000 (61,9) (38,1)
14 | Carvalho et Brasil 15(58) | 11(42) 22 (40) 32 (60) -- -
al, 2003
15 | Quelvennec Martinica 27 (49) | 28 (51) 29 (29) 71 (71) 2.4 --
et al, 2003
16 | Alves-Leon Brasil 16 (40)" | 24 (60) 12 (13) 80 (87) -- -
et al, 2007 18 (45)° | 26 (41) 15 (17) 73 (83) -- -
17 | Ghabaee et Ird 43 (24) | 135(76) | 17 (30) 41 (70) - -
al, 2009
18 | Fernandez Espanha 76 121 49 (24,5) | 151(75,5) | 1.93 1.25—
et al, 2009 (38,6) (61,4) 2.98
TOTAL 566 1029 | 422 (18,6) 1846 - -
(35,9) (64,5) (81,4)

" Grupo Indiano * Grupo Caribenho ° Grupo Chinés * Grupo Inglés

* Grupo Ashkenazi ° Grupo Nao-Ashkenazi ’ Grupo Caucasiano * Grupo Mulato
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5.1.2. Associacdes entre o alelo DRB1*1501 e o risco de desenvolver Esclerose
Multipla

Quinze estudos avaliaram a associagdo entre o alelo DRB1*1501 e o risco de
desenvolver Esclerose Multipla nas diferentes populacdes (quadro 7), sendo que em
praticamente todos eles, exceto no estudo chinés (KELLY et al, 1995b) foi encontrado uma

frequéncia alélica consideravelmente maior no grupo de casos do que nos controle.

Quadro 7: Estudos que avaliaram a associagdo entre o alelo DRB1*1501 e o risco de desenvolver Esclerose
Multipla nas diferentes popula¢des do mundo.

N AUTOR LOCAL ASSOCIACAO

1 Spurkland et al, 1991b Japao NAO ASSOCIADO

2 Serjeantson et al, 1992 China NAO ASSOCIADO

3 Hao et al, 1992 Japdo NAO ASSOCIADO

4 Caballero et al, 1993 Brasil MULATO - NAO ASSOCIADO

5 Ciusani et al, 1995 Italia NAO ASSOCIADO

6 Kelly et al, 1995b Reino INGLES — ASSOCIADO
Unido/China CHINES - NAO ASSOCIADO

7 Concha et al, 1997 Espanha ASSOCIADO

8 Direskeneli et al, 1997 Turquia ASSOCIADO

9 Stewart et al, 1997 Australia ASSOCIADO

10 Kwon et al, 1999 Israel ASHKENAZI — ASSOCIADO

NAO ASHKENAZI - ASSOCIADO

11 Zipp et al, 2000 Alemanha ASSOCIADO

12 Quelvennec et al, 2003 Martinica NAO ASSOCIADO

13 Alves-Leon et al, 2007 Brasil CAUCASIANO - ASSOCIADO

MULATO - NAO ASSOCIADO
14 Ghabaee et al, 2009 Ira ASSOCIADO
15 Fernandez et al, 2009 Espanha NAO ASSOCIADO

Dentre os estudos que investigaram as possiveis associacdes entre a presenca do
alelo DRB1*1501 e o risco de desenvolver Esclerose Multipla, foi demonstrada associagao
estatisticamente significativa no Reino Unido (KELLY et al, 1995b), Espanha (CONCHA et
al, 1997), Turquia (DIRESKENELI et al, 1997), Australia (STEWART et al, 1997),
populagdo ashkenazi e ndo-ashkenazi de Israel (KWON et al, 1999), Alemanha (ZIPP et al,
2000), populacdo caucasiana no Brasil (ALVES-LEON et al, 2007) e Ira (GHABAEE et al,
2009).

Associagdo estatisticamente significativa ndo foi demonstrada entre o alelo
DRBI1*1501 e o risco de desenvolver Esclerose Multipla no Japao (SPURKLAND et al,
1991b; HAO et al, 1992), China (SERJEANTSON et al, 1992; KELLY et al, 1995b),
Martinica (QUELVENNEC et al, 2003), Espanha (FERNANDEZ et al, 2009), populacao
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afrodescendente do Brasil (CABALLERO et al, 1993; ALVES-LEON et al, 2007) e Italia
(CIUSANI et al, 1995).

Além disso, os estudos na populagdo espanhola foram discordantes, com um
estudo que demonstrou associagdo entre a presenga do alelo DRB1*1501 e o risco de
desenvolver EM (CONCHA et al, 1997) e outro que ndo demonstrou tal associagdo
(FERNANDE-Z et al, 2009). No Brasil, os resultados também sao conflitantes e os estudos
realizados (CABALLERO et al, 1993; ALVES-LEON et al, 2007) ndo demonstraram
associacdo significativa entre o alelo DRB1*1501 e risco da doenca apenas na populagdo de
origem afrodescendente, sendo significativa a associacao na populagdo de origem caucasiana

(ALVES-LEON et al, 2007).

5.1.3 Associagdes entre o alelo DQB1*0602 e o risco de desenvolver Esclerose
Multipla
Dezoito estudos avaliaram a associacao entre o alelo DQB1*0602 e o risco de

desenvolver Esclerose Multipla nas diferentes populacdes do mundo (quadro 8).
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Quadro 8: Estudos que avaliaram a associa¢do entre o alelo DQB1*0602 ¢ o risco de desenvolver Esclerose
Multipla nas diferentes popula¢des do mundo.

N AUTOR LOCAL ASSOCIACAO

1 Spurkand et al, 1991a Noruega ASSOCIADO

2 Spurkland et al, 1991b Japido NAO ASSOCIADO

3 Serjeantson et al, 1992 China ASSOCIADO

4 Hao et al, 1992 Japdo ASSOCIADO

5 Caballero et al, 1993 Brasil MULATO - ASSOCIADO

6 Ciusani et al, 1995 Italia NAO ASSOCIADO

7 Kelly et al, 1995a Reino Unido INDIANO — ASSOCIADO

CARIBENHO - NAO ASSOCIADO
8 Kelly et al, 1995b Reino Unido/China INGLES — ASSOCIADO
CHINES — NAO ASSOCIADO

9 Concha et al, 1997 Espanha NAO ASSOCIADO

10 Direskeneli et al, 1997 Turquia ASSOCIADO

11 Stewart et al, 1997 Australia ASSOCIADO

12 Kwon et al, 1999 Israel ASHKENAZI — ASSOCIADO
NAO ASHKENAZI - NAO

ASSOCIADO

13 Zipp et al, 2000 Alemanha ASSOCIADO

14 *Carvalho et al, 2003 Brasil NAO ASSOCIADO

15 Quelvennec et al, 2003 Martinica NAO ASSOCIADO

16 Alves-Leon et al, 2007 Brasil CAUCASIANO — ASSOCIADO
MULATO - ASSOCIADO

17 Ghabaee et al, 2009 Ird NAO ASSOCIADO

18 Fernandez et al, 2009 Espanha ASSOCIADO

*No estudo CARVALHO et al (2003) ndo houve distingdo na cor dos grupo caso e controle.

Associagdo estatisticamente significativa entre a presenca do alelo DQB1*0602 e
o risco de desenvolver Esclerose Multipla foi demonstrada na Noruega (SPURKLAND et al,
1991a), Japao (HAO et al, 1992), China (SERJEANTSON et al, 1992), populagdo indiana
residente na Inglaterra (KELLY et al, 1995a), Inglaterra (KELLY et al, 1995b), Turquia
(DIRESKENELI et al, 1997), Australia (STEWART et al, 1997), em judeus de origem
ashkenazi em Israel (KWON et al, 1999), Alemanha (ZIPP et al, 2000), populag¢do caucasiana
e afrodescendente no Brasil (CABALLERO et al, 1993; ALVES-LEON et al, 2007) ¢
Espanha (FERNANDEZ et al, 2009).

Nao foi demonstrada associagdo estatisticamente significativa entre o alelo
DRB1*0602 e o risco de desenvolver Esclerose Multipla no Japao (SPURKLAND et al,
1991b), populagao caribenha residente Inglaterra (KELLY et al, 1995a), China (KELLY et al,
1995b), Italia (CIUSANI et al, 1995), Espanha (CONCHA et al, 1997), judeus de origem ndo
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ashkenazi em Israel (KWON et al, 1999), Brasil (CARVALHO et al, 2003), Martinica
(QUELVENNEC et al, 2003) e Ira (GHABAEE et al, 2009).

No caso da Martinica (QUELVENNEC et al, 2003), o estudo demonstrou
inicialmente associagdo entre o risco de desenvolver EM e a presenca do alelo DQB1*0602,
entretanto, apos corre¢do estatistica, a associagdo tornou-se nao significativa. Além disso, os
estudos na populagdo japonesa, espanhola, chinesa e brasileira foram discordantes, havendo
trabalhos que demonstraram associag@o entre o alelo DQB1*0602 e risco de desenvolver EM
(HAO et al, 1992; SERJEANTSON et al, 1992; CABALLERO et al, 1993; ALVES-LEON et
al, 2007, FERNANDEZ et al, 2009), enquanto outros ndo demonstraram tal associacao
(SPURKLAND et al, 1991b; KELLY et al, 1995b; CONCHA et al, 1997; CARVALHO et al,
2003). No Brasil, os estudos realizados demonstraram associa¢do significativa entre o alelo
DQBI1*0602 e a populagdo caucasiana (ALVES-LEON et al, 2007) e afrodescendente
(CABALLERO et al, 1993; ALVES-LEON et al, 2007), resultado que nao foi demonstrado
no estudo de CARVALHO et al, 2003. Contudo, o0 mesmo estudo nao faz distingdo entre a

cor/raca dos individuos na composi¢do dos grupos caso e controle.

5.2 Meta-Analise

5.2.1 Descricao dos Estudos

Dezoito estudos preencheram os critérios de inclusdo para esta meta-analise,
sendo que entre os estudos incluidos, 15 avaliaram a frequéncia do alelo DRB1*1501 (quadro

5) e 18 estudos avaliaram o alelo DQB1*0602 (quadro 6).

5.2.2 Estudos incluidos na meta-andlise que avaliaram a associacdo do alelo DRB1*1501 e o

risco de desenvolver Esclerose Multipla nas diversas populacdes do mundo.

Quinze estudos avaliaram a associac¢do entre a presenga do alelo DRB1*1501 e o
risco de desenvolver Esclerose Multipla nas diversas populagdes do mundo (Quadro 9 e
Figura 8), Uma associagdo estatisticamente significativa entre a presenca do alelo
DRB1*1501 e o risco de desenvolver Esclerose Multipla foi demonstrada nesta meta-analise

(OR combinada = 2,934, 95% IC: 2,154 — 3,998, p < 0,0001).
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Quadro 9. Estudos incluidos na meta-analise que avaliaram a associag@o entre a presenca do alelo DRB1*1501 e
o risco de desenvolver Esclerose Miltipla nas diversas populagdes do mundo

N Autor Ao Local Caso Controle IC 95% Peso
DRB1+ f(% DRB1- f(% DRBI+ f(% DRB1- f(% OR Inf Sup
1 SPURKLAND(b) 1991 Japdo 4 167 20 83 2 8,7 21 913 1888 0359 9931 1394
2 SERJEANTSON. 1992 China 8 ] 3 213 20 556 16 444 1955 0480 7954 1950
3 HAO 1992 Japdo 11 24 38 T 5 114 39 886 2145 0708 6502 3,124
4 CABALLERO 1993 Brasil 3 68 41 932 | 1,1 87 989 4920 0701 34514 1012
5 CIUSANI 1995 Italia 15 160 79 840 11 112 87 888 1483 0633 3372 5699
6 KELLY(b) 1995 China 9 188 39 813 19 202 75 798 0931 0392 2213 5125
7 KELLY(b) 1995  RemoUnido 60 54 51 459 2 174 95 826 5473 2989 10019 10,504
8 CONCHA 1997 Espanha 41 304 9% 696 29 173 139 827 2077 1211 3562 13202
9 DIRESKENELI 1997 Turquia 29 282 M4 T8 14 139 87 861 2389 1,186 4814 7314
10 STEWART 1997 Australia 87 669 43 331 17 170 8 830 959 5108 18,033 9658
11 KWON 1999 Israel 4200 128 790 14 50 238 944 4416 2306 8458 9,097
12 ZIPP 2000  Alemanha 38 576 28 424 54 257 156 743 3879 2185 6888 11655
13 QUELVENNEC 2003  Martinica 6 109 49 891 3 30 97 970 3658 0954 14022 2,128
14 ALVES-LEON 2007 Brasil 19 26 6 T4 12 6,7 168 933 4013 1867 8627 6558
15 GHABAEE 2009 Ird 82 46l 9% 539 12207 46 793 3180 1595 6342 8,065
16 FERNANDEZ 2009 Espanha 76 0 386 121 614 Sl 255 149 745 1828 1,193 2801 21,093
Combinado 522 350 969 65,0 284 152 1583 848 2,934 2,154 3,998

*No estudo KWON et al, os grupos de judeus Ashkenazi e ndo-Ashkenazi foram considerados como um s6
grupo para efeito de calculo **No estudo ALVES-LEON, os grupos de brasileiros mulatos e caucasianos foram

considerados como um s6 grupo para efeito de calculo.

Figura 8. Grafico Forest plot para a meta-analise que avaliou a associagdo entre a presenga do alelo DRB1*1501
e o risco de desenvolver Esclerose Multipla nas diversas popula¢des do mundo (OR combinada = 2,934, 95%
IC: 2,154 — 3,998, p < 0,0001).
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5.2.3 Estudos incluidos na meta-andlise que avaliaram associagdo do alelo DQB1*0602 e o

risco de desenvolver Esclerose Multipla nas diversas popula¢des do mundo.

Dezoito estudos avaliaram a associacdo entre a presenca do alelo DQB1*0602 ¢ o
risco de desenvolver Esclerose Multipla nas diversas populagdes do mundo (Figura 9 e
Quadro 10). Uma associagdo estatisticamente significativa entre a presenga do alelo
DQBI1*0602 e o risco de desenvolver Esclerose Multipla foi demonstrada nesta meta-analise

(OR combinada = 2,906, 95% IC: 2,167 — 3,896, p < 0,0001).
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Quadro 10. Estudos incluidos na meta-analise que avaliaram a associag@o entre a presenga do alelo DQB1*0602
e o risco de desenvolver Esclerose Multipla nas diversas populagdes do mundo

1 SPURKLAND(a)
2 SPURKLAND(b)
3 SERJEANTSON
4 HAO
5 CABALLERO
6 CIUSANI
7 KELLY(a
8 KELLY(a
9 KELLY (b
10 KELLY (b
11 CONCHA
12 DIRESKENELI
13 STEWART
14 KWON
15 ZIPP
16 CARVALHO
17 QUELVENNEC
18 ALVES-LEON
19 GHABAEE
20 FERNANDEZ
Combinado

2 2 2=

1991
1991
1992
1992
1993
1995
1995
1995
1995
1995
1997
1997
1997
1999
2000
2003
2003
2007
2009
2009

Noruega
Japdo
China
Japdo
Brasil
Italia

Reino Unido
Reino Unido

China

Reino Unido

Espanha
Turquia
Australia
Israel
Alemanha
Brasil
Martinica
Brasil
Ird
Espanha

50
4
6
11
18
9
6
15

56

75
16,7
545
24
409
96
150
556
149
523
304
262
540
173
619
577
49,1
53,1
242
386
35,5

19
20
5
38
26
85
34
12
40
51
94
76
46
134
24
11
28
30
135
121
1029

2715
833
455
776
59,1
904
85,0
444
85,1
477
69,6
738
460
82,7
38,1
493
509
469
758
614
64,5

49
422

3,1
87

16,7
68

170
31

44

368
138
173
26
99

180
67

186
407
290
150
293
245
18,6

121
21
30
41
73
95
87
55
75
91
130
91
82
235
171
32
7
153
41
151

1846

669
913
833
932
830
969
956
632
862
827
774
90,1
82,0
933
814
593
710
85,0
707
755
81,4

5201
1,888
5545
354
3310
3032
3,663
2118
1,119
5,148
1489
3133
5007
2852
7,000
1.947
2339
6314
0,761
1927
2,906

2835
0359
1,345
0990
1476
0,860
1,034
0,895
0416
2,776
0,892
1,446
2,761
1516
3,798
0,766
1,188
3349
0396
1254
2,167

9,541
9931
22862
12,667
7426
10,686
12979
5013
2988
9,548
2485
6,787
9,805
5364
12,900
4950
4603
11,903
1,465
2962
3,896

10434
1394
1915
2366
5885
2420
2401
5173
3,980
10,068
14,638
6427
9431
9,624
10,280
4411
8380
9,556
8,960
20788

*0O estudo KELLY et al (a) foi realizado no Reino Unido mas estudou descendentes da populagdo indiana
residentes naquele pais **O estudo KELLY et al (a) foi realizado no Reino Unido mas estudou descendentes da
populagdo caribenha residentes naquele pais *** No estudo KWON et al, os grupos de judeus Ashkenazi e ndo-
Ashkenazi foram considerados como um grupo s para efeito de calculo **** No estudo ALVES-LEON, os
grupos de brasileiros mulatos e caucasianos foram considerados com um s6 grupo para efeito de calculo.

Figura 9. Grafico Forest plot para a meta-analise que avaliou a associagdo entre a presenga do alelo DQB1*0602
e o risco de desenvolver Esclerose Multipla nas diversas populagdes do mundo (OR combinada = 2,906, 95%
IC: 2,167 — 3,896, p <0,0001).
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6 DISCUSSAO

Esta revisdo sistematica e meta-analise avaliaram estudos que investigaram a
associacao entre a presenga dos alelos do HLA classe II DRBI1*1501 (15 estudos) e
DQB1*0602 (18 estudos) e o risco de desenvolver Esclerose Multipla nas diversas
populagdes do mundo. O grande niimero de estudos que investigou esta associacdo, as
divergéncias existentes entre métodos e os resultados apresentados justificaram a realizagao
desta analise, que combinou os dados disponiveis na literatura e investigou as possiveis
associacdes existentes.

Diversos estudos ja demonstravam que alelos do HLA classe II (locus DR e DQ)
exerciam a maior contribui¢do genética para a suscetibilidade a doenga, mas o mecanismo
exato desse risco ainda ndao era totalmente compreendido (SPURKLAND et al, 1990;
CONCHA et al, 1997; QUELVENNEC et al, 2002; ALCINA et al, 2012). A explicagdo para
essa contribuicdo foi em parte, conferida por meio de modelos para a encefalite autoimune
experimental (EAE) em ratos, que demonstraram que um pequeno fragmento da proteina
basica da mielina (MPB) (sequéncia aminoacidos 85-99) seria capaz de se ligar a fenda de
ligagdo da molécula do HLA DRB1*1501/1503, mais precisamente, o polimorfismo na
posi¢do 71 do DRB1*1501 (alanina) seria essencial para a ligacdo com o residuo de
fenilalanina do MPB 85-99 (KAUSHANKY et al, 2009). Contudo, outros autoantigenos
candidatos (glicoproteina da mielina do oligodendrocito e proteolipideo) também podem
apresentar sequéncias de aminoacidos capazes de se ligar a fenda de ligagdo das moléculas
HLA. As moléculas do HLA que se ligam aos residuos da MBP 85-99 e a outras proteinas
(p.ex. PLP, MOG) ao apresentarem esses autoantigenos aos linfécitos T autorreativos, iniciam
uma resposta autoimune que acaba destruindo a bainha de mielina neuronal, causando
desmielinizagdo em diversas regides do SNC e levando ao desenvolvimento da Esclerose
Multipla (QUELVENNEC et al, 2003).

Estudos mais recentes, também realizados em ratos para o modelo de encefalite
autoimune experimental (EAE) mostraram, a semelhanca do alelo DRB1*1501, que o alelo
DQBI1*0602 também ¢ capaz de desencadear uma resposta autoimune mediada por células T
autoreativas quando em contato com epitopos encefalitogénicos da PLP e MOG
(KAUSHANKY et al, 2009). Esses resultados fornecem uma base racional para os
mecanismos da participacdo dos alelos do HLA (DRB1*1501 e DQB1*0602) na patogénese
da Esclerose Multipla (KAUSHANSKY; BEN-NUR, 2014).
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Diversos estudos genéticos demonstram que o HLA DRB1*1501 ¢ o principal
alelo de suscetibilidade a Esclerose Multipla, sendo essa associagdo mais forte no Norte da
Europa, mas também encontrada em praticamente todas as populagdes do mundo, com
excecao de algumas populacdes do Mediterraneo (como a Italia), em que a Esclerose Multipla
parece estar relacionada com o alelo DRB1 (DRB1*04) (HOPPENBROUWERS; HINTZEN,
2011). Os dados apresentados nesta revisdo sistematica demonstram que na maioria das
populagdes estudadas existe uma associacdo significativa entre a presenca do alelo
DRB1*1501 e o risco de desenvolver Esclerose Multipla (quadro 7).

Em poucos grupos populacionais, os investigadores ndo conseguiram demonstrar
associacdo entre o alelo DRB1*1501 e a doenca, observando que a maior parte desses estudos
foi realizada em populagdes ndo europeias e afrodescendentes, como no Japdo, China,
Martinica e Afrodescendentes Brasileiros (quadro 7). Esses resultados sugerem que as
populagdes orientais e afrodescendentes (mulatos) devem ser geneticamente diferentes das
populagdes europeias e caucasianas (ALVES-LEON et al, 2007; SPURKLAND et al, 1991b)

Os resultados obtidos com relagdo ao risco demonstrado pelo alelo DQB1*0602
para EM apresentaram maior heterogeneidade (quadro §), com este alelo menos frequente nas
populagdes estudadas em relagdo ao alelo DRB1*1501, sendo considerado fator de risco
apenas em certas populacdes caucasianas (SPURKLAND et al, 1991a, ZIPP et al, 2000),
orientais (SERJEANTSON et al, 1992; HAO et al, 1992), e nao caucasianos, como 0s
afrodescendentes brasileiros (CABALLERO et al, 1993; ALVES-LEON et al, 2007).

Diversos estudos relataram associacdo significativa entre a EM e o alelo
DQB1*0602 na auséncia de DRB1*1501, tal como foi encontrado em afrodescendentes do
Rio de Janeiro (CABALLERO et al, 1993). A associag@o positiva do alelo DQB1*0602 na
auséncia do alelo DRBI*1501 em uma populagdo etnicamente distinta, como o0s
afrodescendentes, sugere que esse alelo possa conferir maior suscetibilidade a EM nesse
grupo ¢étnico independente do alelo DRB1*1501, sendo essa associagdo independente do
desequilibrio de ligacdo em relacdo ao alelo DRB1*1501 (TILBERY, 2005).

O alelo DRB1*1501 ¢ mais comum em populagdes europeias e caucasianas € o
DQB1*0602 apresenta uma associa¢ao mais heterogénea em diferentes grupos étnicos sendo
considerado fator de risco em certas populagcdes caucasianas, orientais, asidticas e nao
caucasianos como Afrodescendentes brasileiros (quadro 7 e 8). As diferengas observadas nos
diversos estudos populacionais podem ser explicadas tanto pela participacdo de fatores
ambientais como pelas particularidades genéticas dos grupos étnicos estudados. Erros

metodoldgicos dos estudos também podem explicar essas discrepancias, como pequenas
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coortes, falta de uniformidade nos critérios diagndsticos de EM e na escolha dos grupos.
Destaca-se também o fato de que a participacdo desses alelos pode ter importancia relativa na
suscetibilidade da Esclerose Multipla em algumas populagoes, explicando assim os resultados

divergentes encontrados em alguns estudos.

Devido aos resultados contraditorios apresentados em alguns dos estudos e para
resolver essas divergéncias, uma meta-analise foi realizada, demonstrando claramente que os
alelos HLA DRB1*1501 e DQB1*0602 do Sistema HLA estao significativamente associados
ao risco de desenvolver Esclerose Multipla nas populagdes estudadas. De acordo com os
resultados, ambos os alelos conferem risco significativo (OR combinado DRB1*1501 = 2,934
e OR combinado DQB1*0602 = 2,906) para o desenvolvimento da EM. Ao combinar os
resultados (concordantes e divergentes) de todos os estudos realizados e avalia-los de modo
global através da meta-analise, onde se observou associagdo estatisticamente significativa,
permitiu-se um maior nivel de confianga nos resultados encontrados ao melhorar a poténcia

estatistica dos estudos isolados.

Na literatura mundial, trés meta-analises foram publicadas sobre o tema, contudo,
as populagdes avaliadas e os métodos de andlise dos alelos empregados nos estudos eram
diferentes entre si. ROJAS et al (2010) encontrou associa¢do positiva entre a presenga dos
alelos DRB1*1501 (OR = 2,599) e DQB1*0602 (OR = 2,488) e o desenvolvimento de
Esclerose Multipla na populagdo da América Latina. QIU et al (2010) demonstrou que o alelo
DRB1*15 (OR = 1,390) estaria associado a doenga na populacdo chinesa e ZHANG et al
(2011) encontrou associa¢do entre o alelo DRB1*15 (OR = 3,350) e populagdes de etnia
caucasiana. As meta-analises realizadas por ROJAS et al (2010) e ZHANG et al (2011)
avaliaram apenas estudos que utilizaram métodos moleculares para andlise dos alelos,
enquanto QIU et al (2010) avaliou estudos que usaram tanto métodos moleculares quanto
sorologicos.

Nao foi encontrada nenhuma meta-andlise na literatura que avaliasse todas as
populacdes do globo em conjunto, independente de etnia ou cor. Nossa meta-analise
selecionou e analisou todos os trabalhos que avaliaram a associacao dos alelos DRB1#1501 ¢
DQBI1*0602 com o risco de desenvolver Esclerose multipla em todas as populagdes do
mundo (exceto continente africano), independente de etnia ou cor, tendo confirmado
claramente aumento da suscetibilidade para o desenvolvimento da Esclerose Multipla na
presenga desses alelos, vez que associagdes estatisticamente significativas foram

demonstradas para os dois alelos. Além disso, 0 OR dessa meta-analise foi superior a de
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ROJAS et al (2010) que também avaliou os alelos DRB1*1501 e DQB1*0602, demonstrando
maior poder estatistico.

Observa-se que nossos resultados estdo de acordo com os resultados encontrados
em outras meta-andlises ja realizados sobre a associagdo desses alelos com o risco de
desenvolver EM (ROJAS et al, 2010; QIU et al, 2010; ZHANG et al, 2011). Contudo, as
meta-andlises existentes na literatura foram mais restritas a grupos étnicos distintos
(caucasianos e populacdo chinesa) ou populacdes de uma determinada regido (América
Latina), sendo esta meta-analise mais abrangente e ndo limitada a grupos étnicos ou cor.

A classificagdo e tipagem do HLA podem ser realizadas por técnicas sorologicas
ou por genotipagem, sendo que historicamente o teste soroldgico foi o método inicial usado
por um longo tempo devido a sua facilidade e ao baixo custo, sendo posteriormente
substituido por métodos de genotipagem, como a técnica de PCR (Reacdo em Cadeia de
Polimerase), que pode usar ou ndo sondas especificas para os alelos, e mais recentemente o
sequenciamento génico de alta resolucdo (SCHIMIDT; WILLIAMSON; KOCH, 2007).
Observou-se nos estudos avaliados grande heterogeneidade nos metddos de tipagem dos
alelos, sendo que os estudos mais antigos usavam técnicas soroldgicas e as mais recentes
técnicas moleculares (PCR de alta/baixa resolugdo e/ou sequenciamento genético. Esta
observacdo pode ser explicada pela disponibilidade da tecnologia na época da realiza¢do do
estudo. Entretanto, todos os estudos selecionados nesta meta-analise usaram métodos

moleculares.

Algumas dificuldades foram encontradas durante a realiza¢do do estudo, devido a
grande mistura étnica das amostras (casos e controles) avaliadas e a falta de célculos
estatisticos apropriados para determinar o tamanho amostral ideal dos grupos de casos e
controles. O limitado nimero de individuos com Esclerose Multipla nas diferentes regioes
geograficas certamente justifica esta falha. Entretanto, a realizagdo de célculos amostrais
adequados € sugerida para futuros estudos. Outra limitagdo importante consiste na auséncia de
estudos do continente africano, o que poderia auxiliar na determinagdo da relacdo dos alelos
estudados com a cor negra em detrimento da caucasiana. Além disso, houve diferencas entre
os estudos em relacdo aos métodos estatisticos utilizados para avaliar o risco nas diversas
populagdes, (por exemplo, alguns trabalhos realizavam calculo do odds ratio e outros risco
relativo para determinar as associa¢des), bem como a presenca de erros tipograficos e calculos
incorretos, o que dificultou em muitos casos a comparacao dos estudos e a confeccido dos

resultados.
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Para estudos futuros que visem avaliar a associa¢do entre os alelos do sistema
HLA e a Esclerose Multipla, recomenda-se melhor padronizacdo das caracteristicas
demograficas (idade, sexo, raga/etnia) da populacdo estudada, dos critérios usados para
selecionar os participantes e da uniformizagdo do diagnostico da Esclerose Multipla, além dos
métodos laboratoriais utilizados. A realiza¢do de revisdes sistematicas e meta-analises, para
sistematizar os conhecimentos adquiridos sobre o tema, deve ser incentivada, além do
desenvolvimento de pesquisas sobre novos alelos do sistema HLA (principalmente HLA
classe I) e genes nao-HLA que também possam estar associados ao risco de desenvolver a

doenca e sobre o qual ndo existem muitos estudos disponiveis na literatura mundial.

Conclui-se que este estudo reforcou a associacao entre os alelos do sistema HLA
(DRB1*1501 e DQBI1*0602) e a predisposicio a EM, contribuindo para uma melhor
elucidagdo do papel do sistema HLA na fisiopatogenia da doenca, abrindo perspectivas para o
planejamento de ag¢des que facilitem o diagnostico precoce, aconselhamento genético para
familiares, além de auxiliar no tratamento ao identificar variagdes genéticas que podem estar

relacionadas a resposta as drogas usadas no tratamento da doenca.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo € possivel concluir que:

a) Dezoito estudos obedeceram aos critérios de inclusdo estabelecidos, sendo que
15 estudos avaliaram a associacao do alelo DRB1*1501 ao risco de desenvolver Esclerose
Multipla nas diversas populagdes do mundo e 18 estudos avaliaram a associagdo do alelo
DQBI1*0602.

b) A frequéncia do alelo DRB1*#1501 foi maior no grupo de pacientes com EM
em relagdo aos controles, variando de 6,8% a 72,7% nos casos e 1,1% a 55,6% nos controles.

¢) A frequéncia do alelo DQB1*0602 foi maior nos grupos de pacientes com EM
em relagdo aos controles, variando de 9,6% a 72% nos casos € 5% a 40% nos controles.

d) O alelo DRB1*1501 esteve associado ao risco de desenvolver a doenga na
maioria das populacdes estudadas, sendo estatisticamente associado a doenga nas populacdes

europeias € caucasianas.

e) O alelo DQB1*0602 esteve associado ao risco de desenvolver a doenga nas
populagdes estudadas, com grande heterogeneidade nas diversas populacdes, sendo
considerado fator de risco em certas populacdes caucasianas, orientais, asidticas € nao

caucasianos como Afrodescendentes brasileiros.

f) A meta-analise demonstrou que os alelos HLA DRB1*1501 ¢ DQB1*0602
estdao significativamente associados ao risco de desenvolver Esclerose Multipla na populacdo
mundial (exceto continente africano), (OR combinada DRB1*1501= 2,934, 95% IC: 2,154 —
3,998, p <0,0001 e OR combinada DQB1*0602 = 2,906, 95% IC: 2,167 — 3,896, p < 0,0001),

sendo essa associacao independente de fatores como etnia ou cor.
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