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RESUMO

Introducdo: A Espondiloartrite axial (EpA-ax) é uma doenca inflamatoria e cronica do grupo
das Espondiloartrites (EpA). Ela acomete o sistema musculo esquelético ocasionando
inflamacdo das articulagcbes axiais (especialmente da sacroiliaca). Quando essas
manifestacdes sdo evidenciadas por exames de imagem, temos a caracterizacdo da Espondilite
Anquilosante (EA). Do contrario, chamamos de EpA-axial ndo radiografica (EpA-ax-nr). A
Espondilite Anquilosante (EA) se caracteriza pelo envolvimento inflamatorio de articulacbes
do esqueleto axial e apendicular. Seu diagndstico é baseado em achados clinicos e
radiologicos, além da elevacdo de marcadores inflamatorios e presenca do HLA-B27. Varias
sdo as metodologias que se propdem a identificar o HLA-B27 e a Polymerase Chain Reaction
(PCR) é tida como referéncia. Sua ampla utilizacdo esbarra, no entanto, em questdes que
levam em conta o custo, oferta do exame e o tempo até a obtencdo do resultado. Neste
contexto, a Citometria de Fluxo (CF) surge como uma alternativa capaz de ajudar o médico na
identificacdo deste marcador genético que pode ser importante para o diagndstico e
progndstico dessa doenca.

Objetivo: Avaliar a correlacdo entre as técnicas laboratoriais mais utilizadas na prética clinica
(CF e PCR), comparando sensibilidade e especificidade para deteccdo do HLA-B27 em
pacientes com diagnostico estabelecido de EpA-ax.

Métodos: Estudo transversal, comparativo, com pacientes maiores de 18 anos de idade
selecionados por conveniéncia, coletados ao longo de 2015, com diagndstico estabelecido de
EpA-ax, segundo os do grupo internacional ASAS (working group - Assessment of
SpondyloArthritis Intenational Society). Para a andlise estatistica o coeficiente Kappa
(P<0,005 foi adotado como parametro. O teste Exato de Fisher foi utilizado para comparar as

varidveis categoricas, o teste t de Student, para varidveis quantitativas com distribuicédo



simétrica de amostras independentes. E as variaveis com distribuicdo assimétrica foram
comparadas pelo teste de Mann-Whitney.

Resultados: O coeficiente Kappa obtido para a determinacdo da concordancia entre os testes
foi de 0,454. Foram incluidos no estudo 62 pacientes, desses, sessenta preencheram os
critérios para diagndstico de EA e 2 para EpA-ax nao radiografica (EpA-ax-nr), 64,5% dos
pacientes eram do sexo masculino, 88,7% se autodeclararam brancos, a idade média (+ desvio
padrdo) foi de 54,512 anos e o tempo mediano (percentis 25 e 75) de diagnostico de 14 (9 e
24) anos. Dentre as caracteristicas clinicas apresentadas pela populacdo estudada houve
diferenca estatisticamente significativa para a artrite periférica, sendo mais frequente no grupo
HLA-B27 negativo que no grupo HLA-B27 positivo (P=0,032). Na analise de correlacéo,
90,3% apresentaram tipagem HLA-B27 positiva por CF e 79,0% pela técnica de PCR. Tendo
0 PCR como padrdo ouro, a CF apresentou uma sensibilidade de 98,0%, especificidade de
38,5% e uma acurécia de 85,5%.

Conclusao: Apesar da baixa especificidade apresentada pela CF, nosso estudo demonstrou
que a CF tem alta sensibilidade e boa acuracia o que a torna uma boa alternativa para ser
utilizada como um teste de triagem na busca da caracterizacdo da doenca. Apesar da
moderada concordancia com a técnica de referéncia, a CF poderia ajudar o médico a excluir
resultados falsamente negativos, racionalizando assim a investigagdo laboratorial para o

diagndstico da EA.

Palavras chave: Espondiloartrites (EpA), Espondiloartrite axial (EpA-ax), Espondilite

Anquilosante (EA), HLA-B27, Citometria de Fluxo (CF), Polymerase Chain Reaction (PCR).



ABSTRACT

Introduction: Axial spondyloarthritis (SpA-ax) is an inflammatory and chronic disease of the
Spondyloarthritis (SpA) group. It affects the skeletal muscle system causing inflammation of
the axial joints (especially of the sacroiliac). When these manifestations are evidenced by
imaging tests, a characterization of Ankylosing Spondylitis (AS). Otherwise, we call the non-
radiographic SpA-axial (SpA-ax-nr). AS marked by the inflammatory involvement of the
axial and appendicular skeletal joints. The diagnosis is based on clinical and radiological
findings, as well as the on the elevation of inflammatory markers and presence of HLA-B27.
There are several methodologies to identify the HLA-B27 gene and a Polymerase Chain
Reaction (PCR) is considered the reference method. However, its use on a large scale does not
progress because it takes into account the cost, offer of the exam and the running time to
obtain the result. In this context, Flow Cytometry (FC) emerges as an alternative method,
helping with the physician in the determination of this genetic marker, important for the
diagnosis and prognosis of disease.

Objective: To evaluate the correlation between FC and PCR, comparing sensitivity and
specificity for detection of HLA-B27 in patients with established diagnosis of SpA-ax.
Methods: A cross sectional study including 62 patients recruited during 2015 month was
conducted in Hospital de Clinicas de Porto Alegre, an university public hospital. The sample,
recruited by convenience in the SpA clinic, was composed of patients > 18 years old,
fulfilling the Assessment of Spondyloarthritis (ASAS) criteria SpA-ax. All participants
underwent HLA-B27 typing through FC and PCR. The kappa statistic was used to calculate
the concordance between the FC and PCR. Taking PCR as the gold standard, sensitivity and

specificity of FC to detect HLA-B27 were calculated.



Results: The Kappa coefficient obtained to determine the agreement between the tests was
0.454. Sixty two patients were included in the study, sixty met the criteria for diagnosis of AS
and two for SpA-ax-nr, 64.5% of the patients were male, 88.7% were self-declared mean age
(x standard deviation) was 54.5 + 12 years and median time (25th and 75th percentiles) for
diagnosis was 14 (9 and 24) years. Among the clinical characteristics presented by the
population studied, there was a statistically significant difference for peripheral arthritis, wich
was more frequent in the HLA-B27 negative group than in the HLA-B27 positive group (P =
0.032). In the correlation analysis, 90.3% presented HLA-B27 positive typing by FC and
79.0% by PCR technique. When PCR was considered the gold standard, CF had a sensitivity
of 98.0%, specificity of 38.5% and an accuracy of 85.5%.

Conclusion: Despite the low specificity presented by FC, our study demonstrated that FC has
high sensitivity and good accuracy, which makes it a good alternative to be used as a
screening test in the search for the characterization of the disease. Despite the moderate
agreement with the reference technique, FC could help the physician to exclude falsely

negative results, thus rationalizing laboratory investigation for the diagnosis of AS.

Key words: Spondyloarthritis (SpA), Axial Spondyloarthritis (axSpA), Ankylosing

Spondylitis (AS), HLA-B27, Flow Cytometry (FC), Polymerase Chain Reaction (PCR).
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1 INTRODUCAO

As Espondiloartrites (EpA) englobam um conjunto de doencas inflamatorias que
acometem o sistema musculoesquelético que inclui: Espondilite Anquilosante (EA), EpA-
axial ndo-radiografica (EpA-ax-nr), EpA indiferenciada (EpA-i), artrite reativa, artrite
psoriatica, EpA Juvenil (EpA-j) e artrites associadas com inflamacédo intestinal, incluindo a
doenca de Crohn e a retocolite ulcerativa (1). Em 2009, o grupo de estudos internacional
ASAS (Assessment of SpondyloArthritis Intenational Society), formado por médicos,
pesquisadores, pacientes e representantes da industria farmacéutica com experiéncias em EA,
envolvendo mais de 20 paises, classificou as EpA amplamente em dois grupos, podendo ser
diferenciadas como axial e periférica, de acordo com o sitio musculoesquelético atingido (1-
3).

O termo EpA abrange tanto a fase inflamatdria inicial da doenca em que ndo ha dano
estrutural nas articulagcbes sacroiliacas (doenca nado-radiogréafica) quanto os estagios
posteriores em que o dano estrutural € visivel nas varreduras de raio-X das articulacbes
sacroiliacas como erosdes, esclerose ou pontes 0sseas (3, 4).

A EA é uma doenca inflamatdria cronica e prototipica do grupo das EpA que acomete
preferencialmente a coluna vertebral. Ela é uma doenca insidiosa e potencialmente debilitante
que leva a reducdo na qualidade de vida dos individuos acometidos (5). A prevaléncia
estimada é de 0,1 a 1,4% da populacdo em geral, sendo a maioria destes dados provenientes
da Europa e a incidéncia varia entre 0,5 e 14 casos novos para cada 100.000 pessoas por ano
(5-8). A EA geralmente afeta adultos jovens com idade média de 26 anos, sendo que cerca de
80% desenvolvem os primeiros sintomas antes dos 30 anos e menos de 5% apds os 45 anos.

Esta patologia acomete homens com maior frequéncia em uma proporcéo de 2:1 (9).
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No Brasil, cerca de 70% das EpA sédo EA, com um custo anual médio para a sociedade
estimado em US$ 4.597,00 por paciente (10). Além do custo social, a EA acarreta piora da
qualidade de vida para o paciente, estd associada a um risco aumentado de doenca
cardiovascular aterosclerética, impactando de forma negativa diversos dominios da vida
pessoal, inclusive a atividade sexual (11-13). A identificacdo da doenca em seu estagio inicial
e 0 encaminhamento agil e adequado para o atendimento especializado dao a atencdo béasica
um carater essencial para um melhor resultado terapéutico e progndstico dos casos (14).

Diante disso, a identificacdo precoce da doenca é essencial para a manutencdo da
qualidade de vida do paciente e um melhor resultado terapéutico e prognostico. A EA é
definida pelos achados clinicos e radiologicos e 0 Human Leukocyte Antigen—B27 (HLA-B27)
é reconhecido por ter uma estreita relagdo com essa patologia (15).

As causas da EA e de outras EpA ainda sdo desconhecidas mas sabe-se que sofrem
uma forte influéncia genética, especialmente a EA, pois entre os pacientes portadores de EA,
90 a 95% apresentam soropositividade para 0 HLA-B27 (15, 16). Por sua grande positividade
na EA, a determinacdo do HLA-B27 acaba sendo uma ferramenta bastante util na construcéo
do diagnostico (17).

Dessa forma, a genotipagem do HLA-B27 é um ponto fundamental no diagndstico
sendo a citometria de fluxo (CF) e a amplificagho do DNA por reacdo em cadeia da
Polymerase, no idioma inglés Polymerase Chain Reaction (PCR) as técnicas laboratoriais
mais utilizadas. Nao ha um consenso na literatura sobre qual a melhor técnica e em associacao
com a pratica clinica tem se observado resultados discrepantes. Existem poucos estudos
comparando diretamente estas duas metodologias na pesquisa pelo marcador genético e ndo
h& nenhum estudo em amostra da populacéo brasileira (18-21).

Ainda para fins diagndsticos, a literatura traz trabalhos que abordam metodologias

fundamentadas em questionarios, técnicas de investigacdo sorologicas, como a
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Microlinfotoxicidade e o ensaio de imuno absor¢do ligado a enzima, do idioma inglés
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) para a determinacdo do marcador genético.
Marcadores laboratoriais como, presenca de Fator Reumatoide (FR), Proteina C Reativa e
quantificacdo de interleucinas e interferon gama relacionam-se com o andamento da doenca
(22, 23).

Nesse sentido, o desenvolvimento deste trabalho busca avaliar a concordancia das
duas técnicas laboratoriais mais utilizadas na pratica clinica (CF e PCR), comparando
sensibilidade e especificidade para deteccdo do HLA-B27 em pacientes com diagnostico

estabelecido de EpA-ax.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informacdes

A estratégia de busca utilizada envolveu as seguintes bases de dados: MEDLINE via
PubMed, Scopus e Web of Science. Foi complementada através de busca manual por registros
ndo indexados ou contato com autores. Nessa atividade foram utilizados os seguintes
descritores Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS): “Flow Cytometry”, “Protein Chain
Reaction”, “HLA-B27” e “Ankylosing Spondylitis”.

O trabalho contou com a utiliza¢do dos descritores boleanos “and” e “or” onde dois
revisores independentes trabalharam selecionando artigos cientificos baseados no titulo e
resumo Title/Abstract e compararam os resultados das suas pesquisas entre si. Havendo
discordancia de resultados, um terceiro revisor era consultado. Todos os artigos selecionados
foram lidos integralmente e, dos estudos incluidos ap6s a leitura, foi realizada extracdo de
dados sobre a etiologia da EA, sua epidemiologia, caracteristicas clinicas da doenca,
tratamento dos sintomas e critérios para avaliacdo diagnostica.

A figura 1 apresenta um esquema resumido das etapas do processo de busca de

trabalhos que foi realizada:
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Figura 1: Etapas do processo de pesquisa de trabalhos cientificos.

Definir estratégia
de busca

Realizar busca
nas bases de
dados

Selecionar
estudos por titulo
e resumo

Ler os artigos
selecionados

Verificar critérios
de inclusdo e
exclusdo
Extrair
informacdes
relevantes

Os seguintes termos e seus descritores correlacionados foram utilizados na estratégia

de busca:

2.1.1 Pubmed

a) Descritores DeCS para “Flow Cytometry”:
("flow microfluorometric”[Title/Abstract] OR "flow
microfluorometrics"[Title/Abstract] OR "flow cytofluorometric"[Title/Abstract] OR
"flow cytofluorometrics"[Title/Abstract] OR "flow cytometric"[Title/Abstract] OR

"flow cytometrics"[Title/Abstract] OR "Flow Microfluorometries”[Title/Abstract]



b)

d)

OR "Flow Microfluorometry"[Title/Abstract] OR "Flow
Microfluorimetry”[Title/Abstract] OR "Flow Cytofluorometries"[Title/Abstract] OR
"Flow Cytofluorometry"[Title/Abstract] OR "Flow Cytometries"[Title/Abstract] OR
"fluorescence-activated cell sorting”[Title/Abstract] OR "fluorescence activated cell
sorting"[Title/Abstract] OR "fluorescence activated cell sorting"[Title/Abstract] OR
"cell separation"[Title/Abstract] OR "cytological techniques”[Title/Abstract] OR
"cytological technique"[Title/Abstract] OR Immunotyp*[Title/Abstract] OR
“Immunologic Subtyping”’[ Title/Abstract] OR “Immunological
Subtyping”[Title/Abstract] OR “Immunologic Subtypings”[Title/Abstract] OR
“Immunological Subtypings”[Title/ Abstract] OR “Immunologic
Subtype”[Title/Abstract] OR  “Immunological Subtype”[Title/Abstract] OR
“Immunologic Subtypes”[Title/Abstract] OR “Immunological
Subtypes™[Title/Abstract] OR “Lymphocyte Subtyping”[Title/Abstract] OR
“Lymphocyte Subtypings”[Title/Abstract] OR “Lymphocyte
Subtype”[Title/Abstract] OR  “Lymphocyte  Subtypes”[Title/Abstract] OR
“Lymphocyte Phenotyping”[Title/ Abstract] OR “Lymphocyte
Phenotypings”[Title/Abstract] OR “Lymphocyte Phenotype”[Title/Abstract] OR
“Lymphocyte Phenotypes”[Title/Abstract] OR Cytophotometr*[Title/Abstract] OR
"flow cytometry"[MeSH Terms])

Descritores DeCS para “Protein Chain Reaction™:

("Polymerase Chain Reaction"[Mesh:NoExp] OR PCR]Title/Abstract] OR
"polymerase  chain  reaction"[Title/Abstract] OR  "polymerase  chain
reactions"[Title/Abstract])

Descritores DeCS para “HLA-B27”:

(HLAB27[Title/Abstract] OR “HLA B 27”[Title/Abstractf OR “HLA B-
27| Title/Abstract] OR "HLA-B27"[Title/Abstract] OR “Human Leucocyte
Antigens B27”[Title/Abstract] OR "HLA-B27 Antigen"[Mesh])

Descritores DeCS para “AnkylosingSpondylitis™:
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("Spondyloarthritis Ankylopoietica"[Title/Abstract] OR "Ankylosing
Spondylarthritis"[Title/Abstract] OR "Ankylosing
Spondylarthritides"[Title/Abstract] OR "Ankylosing Spondylitis"[Title/Abstract] OR
"Spondylarthritis Ankylopoietica"[Title/Abstract] OR "Bechterew
Disease"[Title/Abstract] OR "Bechterew's Disease"[Title/Abstract] OR "Bechterews
Disease"[Title/Abstract] OR "Marie-Struempell Disease"[Title/Abstract] OR "Marie
Struempell Disease"[Title/Abstract] OR "Rheumatoid Spondylitis"[Title/Abstract]
OR "Spondylitis Ankylopoietica"[Title/Abstract] OR "Ankylosing
Spondyloarthritis"[Title/Abstract] OR "Ankylosing
Spondyloarthritides"[Title/Abstract] OR spondyl*[Title/Abstract] OR
backpain*[Title/Abstract] OR “back pain”’[Title/Abstract] OR
enthesitis[Title/Abstract] OR Enthesopath*[Title/Abstract] OR
sacroiliit*[Title/Abstract] OR uveitis[Title/Abstract] OR dactylitis[Title/Abstract]
OR "spondylitis, ankylosing"[MeSH Terms] OR "Spondylarthropathies"[Mesh] OR
"Back Pain"[Mesh:NoExp] OR "Enthesopathy"[Mesh] OR "Sacroiliitis"[Mesh] OR
"Uveitis"[Mesh:NoExp] OR ("Finger Joint/pathology"[MeSH] AND
Inflammation[MeSH]))

Resultado Pubmed para: a AND b AND ¢ AND d

16 REFERENCIAS PubMed

2.1.2 Scopus

a) Descritores DeCS para “Flow Cytometry””:
(TITLE-ABS-KEY("flow  microfluorometric”) OR  TITLE-ABS-KEY("flow
microfluorometrics”) OR TITLE-ABS-KEY ("flow cytofluorometric”) OR TITLE-
ABS-KEY("flow cytofluorometrics”) OR TITLE-ABS-KEY("flow cytometric”’) OR
TITLE-ABS-KEY("flow cytometrics”) OR TITLE-ABS-KEY ("Flow

Microfluorometries”) OR TITLE-ABS-KEY("Flow Microfluorometry”) OR TITLE-



b)

ABS-KEY("Flow Microfluorimetry”) OR TITLE-ABS-KEY("Flow
Cytofluorometries”) OR TITLE-ABS-KEY("Flow Cytofluorometry””) OR TITLE-
ABS-KEY("Flow Cytometries””) OR TITLE-ABS-KEY ("fluorescence-activated cell
sorting”) OR TITLE-ABS-KEY("fluorescence activated cell sorting”) OR TITLE-
ABS-KEY ("fluorescence activated cell sorting”) OR TITLE-ABS-KEY ("cell
separation”) OR TITLE-ABS-KEY("cytological techniques”) OR TITLE-ABS-
KEY("cytological technique”) OR TITLE-ABS-KEY (Immunotyp*) OR TITLE-
ABS-KEY(“Immunologic  Subtyping”) OR TITLE-ABS-KEY (“Immunological
Subtyping”) OR TITLE-ABS-KEY (“Immunologic Subtypings”) OR TITLE-ABS-
KEY(“Immunological ~ Subtypings”) OR  TITLE-ABS-KEY(“Immunologic
Subtype”) OR TITLE-ABS-KEY(“Immunological Subtype”) OR TITLE-ABS-
KEY(“Immunologic Subtypes”) OR TITLE-ABS-KEY (“Immunological Subtypes”)
OR TITLE-ABS-KEY (“Lymphocyte Subtyping”) OR TITLE-ABS-
KEY(“Lymphocyte Subtypings”) OR TITLE-ABS-KEY(“Lymphocyte Subtype”)
OR TITLE-ABS-KEY (“Lymphocyte Subtypes”) OR TITLE-ABS-
KEY(“Lymphocyte Phenotyping”) OR TITLE-ABS-KEY (“Lymphocyte
Phenotypings”) OR TITLE-ABS-KEY (“Lymphocyte Phenotype”) OR TITLE-ABS-
KEY(“Lymphocyte Phenotypes”) OR TITLE-ABS-KEY(Cytophotometr*) OR
TITLE-ABS-KEY ("flow cytometry"))

Descritores DeCS para “Protein Chain Reaction™:

(TITLE-ABS-KEY ("Polymerase Chain Reaction") OR TITLE-ABS-KEY(PCR) OR
TITLE-ABS-KEY ("polymerase chain reaction") OR TITLE-ABS-KEY ("polymerase
chain reactions"))

Descritores DeCS para “HLA-B27”:

(TITLE-ABS-KEY(HLAB27) OR TITLE-ABS-KEY(“HLA B 27”) OR TITLE-
ABS-KEY(“HLA B-27”) OR TITLE-ABS-KEY("HLA-B27") OR TITLE-ABS-
KEY( “Human Leucocyte Antigens B27”) OR TITLE-ABS-KEY("HLA-B27

Antigen"))
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d) Descritores DeCS para “AnkylosingSpondylitis”:

(TITLE-ABS-KEY ("Spondyloarthritis ~ Ankylopoietica”) OR  TITLE-ABS-
KEY("Ankylosing  Spondylarthritis) OR  TITLE-ABS-KEY("Ankylosing
Spondylarthritides™) OR TITLE-ABS-KEY ("Ankylosing Spondylitis") OR TITLE-
ABS-KEY ("Spondylarthritis Ankylopoietica) OR TITLE-ABS-KEY ("Bechterew
Disease”) OR TITLE-ABS-KEY("Bechterew's Disease”) OR TITLE-ABS-
KEY("Bechterews Disease™) OR TITLE-ABS-KEY ("Marie-Struempell Disease")
OR TITLE-ABS-KEY("Marie  Struempell Disease”) OR  TITLE-ABS-
KEY ("Rheumatoid Spondylitis") OR TITLE-ABS-KEY ("Spondylitis
Ankylopoietica”) OR TITLE-ABS-KEY("Ankylosing Spondyloarthritis") OR
TITLE-ABS-KEY("Ankylosing Spondyloarthritides™) OR TITLE-ABS-
KEY(spondyl*) OR TITLE-ABS-KEY (backpain*) OR TITLE-ABS-KEY(“back
pain”’) OR TITLE-ABS-KEY (enthesitis) OR TITLE-ABS-KEY (Enthesopath*) OR
TITLE-ABS-KEY (sacroiliit*) OR TITLE-ABS-KEY (uveitis) OR TITLE-ABS-
KEY (dactylitis) OR TITLE-ABS-KEY ("spondylitis, ankylosing") OR TITLE-ABS-
KEY ("Spondylarthropathies") )

Resultado Scopus para:

((TITLE-ABS-KEY("flow  microfluorometric) OR TITLE-ABS-KEY("flow
microfluorometrics") OR TITLE-ABS-KEY ("flow cytofluorometric”) OR TITLE-
ABS-KEY ("flow cytofluorometrics™) OR TITLE-ABS-KEY ("flow cytometric") OR
TITLE-ABS-KEY ("flow cytometrics™) OR TITLE-ABS-KEY("Flow
Microfluorometries™) OR TITLE-ABS-KEY ("Flow Microfluorometry") OR TITLE-
ABS-KEY ("Flow Microfluorimetry") OR TITLE-ABS-KEY("Flow
Cytofluorometries”) OR TITLE-ABS-KEY("Flow Cytofluorometry”) OR TITLE-
ABS-KEY ("Flow Cytometries”) OR TITLE-ABS-KEY ("fluorescence-activated cell
sorting") OR TITLE-ABS-KEY ("fluorescence activated cell sorting") OR TITLE-
ABS-KEY ("fluorescence activated cell sorting”) OR TITLE-ABS-KEY ("cell

separation”) OR TITLE-ABS-KEY("cytological techniques) OR TITLE-ABS-
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KEY ("cytological technique") OR TITLE-ABS-KEY (Immunotyp*) OR TITLE-
ABS-KEY("Immunologic Subtyping”) OR TITLE-ABS-KEY("Immunological
Subtyping") OR TITLE-ABS-KEY("Immunologic Subtypings") OR TITLE-ABS-
KEY ("Immunological Subtypings") OR TITLE-ABS-KEY ("Immunologic Subtype")
OR TITLE-ABS-KEY ("Immunological Subtype™) OR TITLE-ABS-
KEY ("Immunologic Subtypes”) OR TITLE-ABS-KEY ("Immunological Subtypes")
OR TITLE-ABS-KEY("Lymphocyte Subtyping™) OR TITLE-ABS-
KEY("Lymphocyte Subtypings") OR TITLE-ABS-KEY("Lymphocyte Subtype")
OR  TITLE-ABS-KEY("Lymphocyte  Subtypes)  OR  TITLE-ABS-
KEY ("Lymphocyte Phenotyping") OR TITLE-ABS-KEY ("Lymphocyte
Phenotypings™) OR TITLE-ABS-KEY ("Lymphocyte Phenotype") OR TITLE-ABS-
KEY("Lymphocyte Phenotypes") OR TITLE-ABS-KEY(Cytophotometr*) OR
TITLE-ABS-KEY("flow cytometry™)) AND (TITLE-ABS-KEY("Polymerase Chain
Reaction") OR TITLE-ABS-KEY(PCR) OR TITLE-ABS-KEY("polymerase chain
reaction') OR TITLE-ABS-KEY("polymerase chain reactions")) AND (TITLE-
ABS-KEY(HLAB27) OR TITLE-ABS-KEY("HLA B 27") OR TITLE-ABS-
KEY("HLA B-27") OR TITLE-ABS-KEY("HLA-B27") OR TITLE-ABS-KEY/(
"Human Leucocyte Antigens B27") OR TITLE-ABS-KEY("HLA-B27 Antigen™))
AND (TITLE-ABS-KEY ("Spondyloarthritis Ankylopoietica) OR TITLE-ABS-
KEY("Ankylosing  Spondylarthritis) OR  TITLE-ABS-KEY("Ankylosing
Spondylarthritides™) OR TITLE-ABS-KEY("Ankylosing Spondylitis") OR TITLE-
ABS-KEY ("Spondylarthritis Ankylopoietica") OR TITLE-ABS-KEY("Bechterew
Disease”™) OR TITLE-ABS-KEY("Bechterew's Disease”) OR TITLE-ABS-
KEY("Bechterews Disease”) OR TITLE-ABS-KEY ("Marie-Struempell Disease")
OR TITLE-ABS-KEY("Marie  Struempell Disease”) OR  TITLE-ABS-
KEY ("Rheumatoid Spondylitis") OR TITLE-ABS-KEY ("Spondylitis
Ankylopoietica”) OR TITLE-ABS-KEY("Ankylosing Spondyloarthritis*) OR

TITLE-ABS-KEY("Ankylosing Spondyloarthritides™) OR TITLE-ABS-
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KEY (spondyl*) OR TITLE-ABS-KEY(backpain*) OR TITLE-ABS-KEY ("back
pain") OR TITLE-ABS-KEY (enthesitis) OR TITLE-ABS-KEY (Enthesopath*) OR
TITLE-ABS-KEY (sacroiliit*) OR TITLE-ABS-KEY (uveitisy OR TITLE-ABS-
KEY (dactylitis) OR TITLE-ABS-KEY ("spondylitis, ankylosing") OR TITLE-ABS-
KEY ("Spondylarthropathies™) ) )

51 REFERENCIAS Scopus

2.1.3 Web of Science

a) Descritores DeCS para “Flow Cytometry”:
(TS=("flow microfluorometric) OR TS=("flow microfluorometrics") OR
TS=("flow cytofluorometric") OR TS=("flow cytofluorometrics”) OR TS=("flow
cytometric”) OR TS=("flow cytometrics”) OR TS=("Flow Microfluorometries”) OR
TS=("Flow Microfluorometry”’) OR TS=("Flow Microfluorimetry”’) OR TS=("Flow
Cytofluorometries”) OR  TS=("Flow Cytofluorometry”) OR  TS=("Flow
Cytometries””) OR TS=("fluorescence-activated cell sorting””) OR TS=("fluorescence
activated cell sorting””) OR TS=("fluorescence activated cell sorting””) OR TS=("cell
separation”) OR TS=("cytological techniques”) OR TS=("cytological technique”)
OR TS=(Immunotyp*) OR TS=(“Immunologic Subtyping”) OR
TS=(“Immunological Subtyping”) OR TS=(“Immunologic Subtypings”) OR
TS=(“Immunological Subtypings”) OR TS=(“Immunologic Subtype”) OR
TS=(“Immunological Subtype”) OR TS=(“Immunologic Subtypes”) OR
TS=(“Immunological Subtypes”) OR TS=(“Lymphocyte Subtyping”) OR
TS=(“Lymphocyte  Subtypings”) OR  TS=(“Lymphocyte  Subtype”) OR
TS=(“Lymphocyte  Subtypes”) OR TS=(“Lymphocyte Phenotyping”) OR
TS=(“Lymphocyte Phenotypings”) OR TS=(“Lymphocyte Phenotype”) OR
TS=(“Lymphocyte Phenotypes”) OR TS=(Cytophotometr*) OR TS=("flow

cytometry™))
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b) Descritores DeCS para “Protein Chain Reaction™:
(TS=("Polymerase Chain Reaction") OR TS=(PCR) OR TS=("polymerase chain
reaction') OR TS=("polymerase chain reactions"))

C) Descritores DeCS para “HLA-B27”:
(TS=(HLAB27) OR TS=(“HLA B 27”) OR TS=(“HLA B-27") OR TS=("HLA-
B27") OR TS=( “Human Leucocyte Antigens B27”) OR TS=("HLA-B27 Antigen"))

d) Descritores DeCS para “AnkylosingSpondylitis™:
(TS=("Spondyloarthritis Ankylopoietica™) OR TS=("Ankylosing Spondylarthritis™)
OR TS=("Ankylosing Spondylarthritides") OR TS=("Ankylosing Spondylitis") OR
TS=("Spondylarthritis Ankylopoietica™) OR TS=("Bechterew Disease") OR
TS=("Bechterew's Disease") OR TS=("Bechterews Disease") OR TS=("Marie-
Struempell Disease™) OR TS=("Marie Struempell Disease") OR TS=("Rheumatoid
Spondylitis") OR  TS=("Spondylitis Ankylopoietica™) OR TS=("Ankylosing
Spondyloarthritis™) OR TS=("Ankylosing Spondyloarthritides") OR TS=(spondyl*)
OR TS=(backpain*) OR TS=(“back pain”) OR TS=(enthesitis) OR
TS=(Enthesopath*) OR TS=(sacroiliit*) OR TS=(uveitis) OR TS=(dactylitis) OR
TS=("spondylitis, ankylosing™) OR TS=("Spondylarthropathies™) )
Resultado Web of Science para: a AND b AND ¢ AND d

33 REFERENCIAS Web of Science

2.1.4 Critérios de inclusédo

A fim de responder a pergunta: qual a correlacdo das técnicas laboratoriais de analise
do HLA-B27 (PCR e CF) no diagnostico da EA; foram incluidos trabalhos com as
caracteristicas abaixo:

- artigo original, pesquisas em humanos, revisoes e revisfes sistematicas;

- trabalhos com texto integral e texto integral gratuito;
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- publicagdes realizadas em qualquer momento da historia;
- estudos realizados em humanos;
- artigos no idioma inglés

- trabalhos que envolveram populacédo de pacientes diagnosticados com EA.

2.1.5 Critérios de excluséo

Por outro lado, foram excluidos estudos com foco em outras artropatias, estudos
utilizando pacientes sem diagnostico definido, relatos de caso, revisdes narrativas, editoriais,

resumos de congressos, entre outros que ndo atendam aos critérios de incluséo.

2.1.6 Resultados da busca

Utilizando a estratégia de busca citada anteriormente, foram obtidos 16 artigos atraves
do PubMed, 51 via Scopus, 33 provenientes do Web of Science e 38 por busca manual, o que
perfez um total de 138 estudos. Eliminando-se as repeticdes, obteve-se um total de 91 artigos.
Apbs aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, foram selecionados um total de 59
artigos. Destes, 54 foram utilizados para busca de informac@es relevantes e pertinentes ao
tema central desta pesquisa. A seguir, a figura 2 mostra os resultados quantitativos da busca

literaria nas bases de dados:
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Figura 2: Resultados quantitativos da busca literaria nas bases de dados.

Resumo de congresso = 1;
Estudos com farmacos = 2;
Manuais/Guias = 2;
Estudos com bactérias = 3;
Estudos com ratos = 5;
Estudos citoldgicos = 8;
Estudos genéticos = 3;
Estudos bioquimicos = 6;
Estudos comRNA = 1;
Estudos de outros HLA = 1;
Estudos outras doengas = 1;
Estudos com outro foco = 4.
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2.2 Espondiloartrites com envolvimento axial

A EpA-ax é uma doenca articular inflamatoria potencialmente incapacitante da coluna

vertebral, geralmente apresentando-se como dor nas costas cronica, tipicamente antes dos 45

anos de idade. Muitas vezes, estd associada a uma ou mais das varias caracteristicas

articulares, incluindo sinovite, entesite e dactilite. Também pode estar associado a varias
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caracteristicas ndo articulares que podem incluir uveite, psoriase e doencas inflamatorias
intestinais. Os pacientes frequentemente carregam o marcador genético HLA-B27, e os
pacientes com doenca ativa geralmente apresentam provas inflamatorias elevadas (3, 24).

Os pacientes com EpA-ax sdo classificados como tendo um ou dois dos subtipos de
EpA: espondilite anquilosante (EA) ou EpA-ax-nr. Pacientes com EA exibem anormalidades
radiogréaficas consistentes com a sacroiliite, mas tais achados ndo sdo evidentes na radiografia
simples em EpA ndo-axial. Entretanto, em pacientes com EpA ndo-axial, o diagndstico é
apoiado por evidéncias de inflamacdo ativa das articulacdes sacroiliacas na ressonancia
magnética e/ou uma combinacdo de outros achados, entre eles, a presenca do HLA-B27 (24).
A figura 4 mostra imagens da pelve de dois pacientes com EpA-ax. Na figura 3A, uma
radiografia mostra mudancas cronicas nas articulacfes sacroiliacas em um paciente com EA,
na 3B, a ressonancia nuclear magnética revela as mudancas ativas (sacroiliite) em um

paciente com EpA-ax-nr.

Figura 3: Radiografia convencional e ressonancia nuclear magnética da articulacéo

sacroiliaca da regido pélvica de dois pacientes com EpA-ax.

Fonte: Braun e Sieper. p. 1382 (15)
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Na prética clinica, a distin¢ao entre estas formas de EpA-ax em um paciente individual
tem um impacto limitado no gerenciamento e pode nédo ser relevante, embora a classificacdo

seja de interesse para fins epidemioldgicos e outros fins de investigacéo (24).

2.2.1 Espondilite Anquilosante (EA)

A EA atua especialmente sobre as énteses do esqueleto axial, ocasionando alteragdes
patologicas nas articulacbes afetadas como inflamacdo, danos estruturais e formacéo

excessiva de calcificages (3).

Figura 4: “Coluna de bambu”, manifesta¢ao classica do estagio avancado da doenca.

Fonte: Calin, p. 399 (25)
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2.2.1.1 Definicéo, classificacdo e sintomas da EA

Além de caracterizar-se por um inicio insidioso de lombalgia e dor nas nadegas, as
manifestacdes associadas a EA incluem rigidez dorsal matinal, dor noturna, dor que ndo é
aliviada pelo repouso, elevagdo da velocidade de hemossedimentagdo e presenca do antigeno
HLA-B27. A inflamag&o e a erosdo das fibras externas do anel fibroso no ponto de contato
com o copo vertebral sdo seguidas de neoformacgdo dssea (sindesmofito) que estabelece
pontes entre corpos vertebrais adjacentes e resulta em reducdo da mobilidade da coluna em
todos os planos (figura 5). Fraturas por estresse da coluna osteopordtica rigida podem resultar
em dor focal na coluna, compressdo da medula espinhal ou sindrome de cauda equina. Em
certas ocasifes ocorre subluxacdo atlantoaxial com compressdo da medula espinhal e a
reducdo na altura das estruturas toracicas axiais pode causar comprometimento acentuado da

funcdo respiratoria (26).

2.2.1.2 Epidemiologia da EA

A prevaléncia da EA estimada ¢é de 0,1 a 1,4% da populacdo geral, na populagéo geral
dos Estados Unidos é de 6%, na Europa 4 a 14%, com uma percentagem mais elevada no
norte, e na China chega a 8% (13), e a incidéncia varia de 0,5 a 14 casos novos para cada
100.000 pessoas por ano (6,7). A EA geralmente afeta adultos jovens com idade média de 26
anos, sendo que cerca de 80% desenvolvem os primeiros sintomas antes dos 30 anos e menos
de 5% apos os 45 anos. Esta patologia acomete homens com maior frequéncia em uma

proporcao de 2:1 (8).
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A EA tem predilecdo por homens jovens, embora possa afetar ambos 0s géneros em
qualquer idade. Sua prevaléncia varia nas diferentes populacdes estudadas, na dependéncia
direta da prevaléncia do HLA-B27 naquela determinada populacdo. Em populacdes
caucasianas, a prevaléncia do HLA-B27 é de cerca de 90% nos pacientes com EA. Por sua
grande positividade nesta doenca especifica, a determinacdo do HLA-B27 é bastante Gtil no
diagnostico. Sabe-se que em pacientes com a chamada “lombalgia inflamatoria” e com
alteracdes tipicas na ressonancia nuclear magnetica da coluna e sacroiliacas, a presenca do
HLA-B27 determina uma probabilidade de cerca de 98% para o diagnéstico de EA. Além do
aspecto diagnostico, a presenca deste marcador genético também tem influéncia prognostica,
na medida em que pacientes com HLA-B27 positivo tém mais acometimento axial e anquilose
completa da coluna vertebral, além de apresentarem mais manifestacdes extra-articulares,

especialmente uveite anterior (27).

2.2.1.3 Etiologia e patogénese da EA

Desde a década de 1970, uma série de hipdteses, cada uma incorporando o
conhecimento disponivel na época, foram propostas para explicar a patogénese da EA e outras
formas de espondiloartrite (EpA). Critérios utilizados para a classificacdo dessas doencas
como os critérios de Roma, critério de Nova York e critério de Nova York modificado,
levavam em conta tanto alteracdes de mobilidade espinhal quanto sacroiliite radiografica, que
séo reflexo do tempo de duragdo da doenga e, portanto, ocorrem em fases mais avancadas
(28). A partir de 2005, houve uma explosdo de conhecimento em vérias areas da biomedicina
que convergiram para levar a um progresso substancial na compreensdo de EA e teorias em
relacdo a sua patogénese (3) até que, em 2009, foi proposto o consenso do grupo internacional

ASAS, a classificagdo das EpA como axial e periférica (24).
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A causa da EA e outras EpA ainda € desconhecida. Além de fatores externos e
fisioldgicos, existe uma forte influéncia genética, especialmente no que se refere a EA. Cerca
de um terco deste efeito € explicado pela presenca do HLA-B27. O risco do desenvolvimento
da doenca é cerca de 5,0% maior em individuos HLA-B27 positivos e, substancialmente mais
elevado, em pessoas portadoras do gene e que séo parentes de pacientes com EA (29).

A possivel interacdo entre bactérias e HLA-B27 tem um papel crucial nos modelos de
patogénese das EpA. O fato de que a artrite reativa € desencadeada por infeccbes
genitourinarias com Chlamydia trachomatis ou por enterite causada por enterobactérias gram-
negativas, como Shigella, Salmonella, Yersinia e Campylobacter spp fornece um quadro
solido para essa abordagem (30).

A presenca de antigenos microbianos na sindvia de pacientes com artrite reativa (31)
sugeriu que a persisténcia de antigenos microbianos poderia ser essencial para a continua
inflamacéo articular. Um papel possivelmente central de bactérias na patogénese das EpA €
ainda mais apoiado pela relagéo entre a doenca de Crohn, HLA-B27 positivo e EA: 54% dos
pacientes com HLA-B27 e doenga de Crohn desenvolvem EA (32).

A figura 5 esquematiza o caminho da doenca e sugere fatores que podem a vir

influenciar no seu curso.

Figura 5: Fatores envolvidos na fisiopatogenia da Espondilite Anquilosante.
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) Fonte: imagem adaptada de Calin, p. 397 (25)
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As respostas imunes inatas e adaptativas podem ter um papel importante nas EpA. A
concentracdo do fator de necrose tumoral alfa (tumor necrosis fator alfa - TNF-a) esta
aumentada nas articulacdes sacroiliacas (6) e esta descoberta forneceu uma forte justificativa
para o uso de inibidores de TNF-a, que atualmente sdo muito eficazes no tratamento das EpA.

Na artrite psoridtica e na EA um aumento da atividade dos osteoclastos foi relatado
(33,34). Os osteoclastos sdo fundamentais na perda dssea associada em doencas reumaticas
(35). Os passos associados a cicatrizagdo 0ssea incluem uma resposta inflamatoria, reabsor¢édo
Ossea e nova formacdo Ossea. As prostaglandinas demonstraram desencadear e participar de
respostas inflamatorias, aumentar a atividade dos osteoclastos e reabsorcdo Ossea

subsequente, e aumentar a Gltima atividade de osteoblastos e a nova formacao dssea (34, 35).

2.3 HLA-B27

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC — Major Histocompatibility
Complex) foi descoberto a partir da obtencdo de rejeicdo de tecidos transplantados entre
camundongos. Jean Dausset, Jon van Rood e seus colegas realizaram as primeiras
observagdes em humanos na década de cinquenta, verificando a capacidade que os soros de
individuos submetidos a transfusdo sanguinea tinham de aglutinar leucdcitos de outros
individuos. Estes pacientes frequentemente continham anticorpos circulantes que reagiam
com antigenos expressos na superficie de leucocitos. Pela observacdo de Dausset e seus
colegas, 0 MHC humano continha o chamado de sistema de Antigenos Leucocitarios
Humanos (HLA — Human Leucocyte Antigen) (36).

O MHC refere-se a uma regido genética contendo centenas de genes, incluindo os
genes do HLA (Figura 1). O MHC é um termo usado para descrever um grupo de genes em

animais e seres humanos que codificam uma variedade de marcadores de superficie celular,
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moléculas apresentadoras de antigenos e outras proteinas envolvidas na funcdo imune. O
sistema de HLA é sinbnimo de MHC humano, sendo dessa forma, a regido MHC humana
também referida como regido HLA. Os genes HLA expressam seus produtos de genes na
superficie de glébulos brancos e foram originalmente reconhecidos para conter 0s genes que
codificam "antigenos de tecido™ ou "tipos de tecido”. A funcdo destes genes foi revelada em
estudos de roedores, nos quais foram identificados como os fatores responsaveis pela rejeicdo
de enxertos de tecido entre individuos incomparaveis (37).

A regido HLA fica no braco curto do cromossomo seis, na posicdo 6p21.3. O MHC
classico abrange 3.6 megabases (Mb) e inclui mais de 200 genes, muitos dos quais ndo sdo
conhecidos por estarem envolvidos na funcdo imune. A localizacéo de genes relevantes para o
MHC fora dos limites classicos desta regido e a confirmacdo do desequilibrio de ligacédo
prolongada levaram, desde entdo, a proposta de um MHC prolongado que abrange 7,6 Mb e
contém mais de 400 loci (38, 39).

Existe trés regides codificadoras e somente os das classes | e a classe Il estio
envolvidos na resposta imune e estdo presentes em muitos outros tipos de tecidos e células,
podendo expressar antigenos HLA classe I, que compreendem os loci HLA-A, -B e -C (40).

A molécula de HLA classe | (figura 1) consiste de duas cadeias polipeptidicas, sendo
uma cadeia a e uma 3 2 microglobulina. Cada cadeia ¢ codificada por diferentes genes: a
cadeia alfa é pelo cromossomo 6 e a beta 2 microglobulina, pelo 15. Os dominios alfal e alfa2
respondem pelo polimorfismo da molécula HLA classe I. Esta por¢do da molécula forma uma
alfa hélice no topo da molécula, cuja interacdo com peptideos acontece nesta regido. O
dominio alfa3 € uma regido constante em todas as moléculas classe | e esta ancorado na
membrana celular (36, 40).

As primeiras associacfes de HLA com doencgas reumaticas, como a associacdo do

alelo HLA-B27 no gene HLA-B com risco de EA e a associagdo do alelo HLA-DRB1 * 04 no
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gene HLA-DRBL1 com artrite reumatoide (AR), foram descobertas ha varias décadas. O HLA-
B27, desde entdo, tem sido visto como o pivd na patogénese dos eventos da EA fazendo com
que as pesquisas nessa area se intensificassem. Nos Ultimos quarenta anos, perto de uma
centena de diferentes alelos do HLA-B27 foram identificados, mas nada conclusivo foi

descoberto o que retoma a necessidade de estudos adicionais (41).

2.3.1 Metodologias disponiveis para triagem do HLA-B27

Metodologias como o Teste de Microlinfotoxicidade e o ELISA surgiram como
opcdes na busca pelo HLA-B27 (29). Ambos tem seu fundamento calcados na busca por
anticorpos capazes de detectar o marcador genético. Apesar de a PCR ser a técnica
considerada padrdo ouro, ndao é pouco frequente encontrarmos pacientes com laudos obtidos

por meio da CF.

2.3.1.1 Reacdo da Cadeia da Polymerase (PCR)

Os métodos moleculares utilizam a PCR para amplificar segmentos especificos do
DNA. Na PCR, o processo consiste na utilizacdo de uma mistura composta por DNA-
Polymerase termoestavel, dois oligonucleotideos iniciadores (primers),
desoxirribonucleotideos livres (ANTPS) — Adenina, Timina, Citosina e Guanina), tampédo de
reagdo, concentracdo adequada de MgCl. e o DNA com a sequencia-alvo (42).

A reacdo de amplificacdo € composta por trés etapas: desnaturacdo, anelamento e
extensdo. A desnaturacdo ocorre pelo aguecimento (95-96°C) da mistura dos componentes da
reacdo. Este processo permite a separagédo da dupla fita de DNA, gerando fitas unifilamentares
de DNA. Na segunda etapa, ocorre 0 anelamento dos primers iniciadores as sequencias de

DNA complementares atraves da diminuicdo da temperatura (45-65°C). Por fim, ocorre um
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aumento de temperatura (68-72°C) para que haja a polimerizacdo da nova fita de DNA, com o
consumo da taq Polymerase, MgClz e dos dNTPS (42).

Os métodos moleculares utilizados para a genotipagem do HLA-B27 sdo: RFLP, PCR-
SS-, microarranjos e sequenciamento de DNA (43, 44). O método comumente utilizado é o
PCR-SSP. Suas vantagens sdo a robustez e 0 baixo custo quando comparado aos demais
metodos.

O método de PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction — Sequence Specific Primers) se
baseia no principio de que, sob condi¢bes de PCR estritamente controladas, o anelamento os
pares de primers com pareamento traduzem-se na amplificacdo de sequencia alvo. Depois do
processo de PCR, os fragmentos de DNA amplificados sdo separados em gel de agarose
corado por um intercalante de DNA (p. ex. brometo de etideo) e visualizados sob luz
ultravioleta. A interpretacdo dos resultados de PCR-SSP baseia-se na presenca ou auséncia de
um fragmento especifico de DNA amplificado. O tamanho dos fragmentos amplificados é

comparado a um padrdo de peso molecular (42).

2.3.1.2 Citometria de Fluxo (CF)

A CF é uma tecnologia empregada na pesquisa e em laboratorios clinicos, sendo capaz
de analisar simultaneamente diversos parametros de células ou particulas em uma suspenséo.
Seu principio estd na incidéncia de uma fonte de luz laser que intercepta cada particula em
uma suspensdo que flui através de um sistema de analise fazendo com que a luz disperse e
forneca dados relativos ao tamanho e a complexidade das particulas suspensas. Moléculas ou
estruturas de interesse podem ser estudadas por marcagdo com fluorocromos ou anticorpos
monoclonais acoplados a fluorocromos (45).

O processo se inicia com a selecdo de anticorpos, marcados com fluorocromos e

especificos para o antigeno celular que permite caracterizar a populacdo das células de
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interesse. Ap0Os 0 processamento da amostra, obtida a partir de fluidos ou processamento de
tecidos sélidos, uma suspensao de células € introduzida no aparelho, fluindo em direcdo a um
laser posicionado no caminho das células. Como o fluxo das células € laminar e o diametro do
tubo se afunila, as células sdo forcadas a passar em fila Unica pela luz emitida pelo laser. O
fluorocromo ligado ao anticorpo absorve a energia do laser e rapidamente emite essa energia
em forma de luz, em comprimentos de ondas especificos de acordo com o fluorocromo
empregado. A luz emitida é captada por um sistema Optico que é sensivel a diferentes
comprimentos de onda, permitindo que um ou mais marcadores sejam lidos a0 mesmo tempo,
transferindo essas informacGes para um computador acoplado ao sistema. Programas
especializados podem, entéo, representar graficamente, em formatos uni, bi ou tridimensional,
a distribuicdo de populages celulares marcadas (46).

A dinamica funcional de um citdmetro € composta por cinco sistemas: fluido, dptico,
eletronico, de amplificacdo e computacional. Em geral, os citdmetros de fluxo sdo compostos
por dois ou mais tipos de lasers, que ampliam a capacidade de medi¢cGes multiparamétricas. A
luz monocromatica, estavel e de alta poténcia, € a mais utilizada em citdmetros de fluxo, os
lasers podem emitir feixes de luz fixa ou podem ser sintonizaveis, por ser de alta poténcia sdo
refrigerados a agua, enquanto que os de baixo poder sdo refrigerados a ar. O laser empregado
com maior frequéncia na FC é o laser ions de argbnio com emissdo de 488nm, que permite
maior excitacdo em fluorocromos, como a Anexina V, brometo de propideo, FITC, PE, PlI,

PerCP, 7-AAD, laranja de acridina, entre outros (47).



Figure 6: Principio do processo de funcionamento do citbmetro de fluxo.
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Fonte: https://www.mpi-bremen.de/Durchflusszvtometrie.html (48)

A caracterizagdo de células em diferentes estadios de desenvolvimento através do uso
de anticorpos monoclonais marcados com fluorescéncia contra marcadores de superficie é
uma das aplica¢es mais comuns de citometria de fluxo.

Equipamento como o BD FACSCalibur® permitem realizar anélises e triagens de
células em um suporte multicolor, tecnologia de laser dual (um laser de argénio refrigerado a
ar e um laser de diodo vermelho) podendo manipular ensaios em placas de microtitulagdo de
96 ou 384 pocos, garante resultados objetivos e reprodutiveis com alta sensibilidade,

compensagdo minima e flexibilidade méaxima na escolha dos fluorocromos (49).
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3 MARCO TEORICO

As EpA abrangem um grupo de doencas reumaticas inflamatorias e debilitantes que
acometem principalmente adultos jovens caucasianos do género masculino (9). Essas
doencas, dentre elas a EA, compartilham caracteristicas clinicas, que nos estagios iniciais
podem ser um fator complicador para a sua caracterizacdo (28). Por outro lado, a associacao
marcante com o HLA-B27 possibilita a diferenciacdo entre os subconjuntos de EpA e a
definicdo desse marcador pode ajudar o médico a definir o diagnostico do paciente (4, 5, 9,
50).

Vérias sdo as técnicas laboratoriais disponiveis para investigar o HLA-B27, mas sua
aplicabilidade depende de fatores como custo e tempo. Nesse sentido, a escolha da estratégia
mais adequada para verificar o marcador € um ponto crucial no intuito de abreviar o tempo até

a definicdo da doenca e abrandar a evolugdo dos sintomas dos pacientes.
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4 JUSTIFICATIVA

A determinacdo analitica do HLA-B27 é de fundamental importancia para o
diagnostico, e impacta diretamente no prognostico de pacientes com EA, na medida em que
pacientes HLA-B27 positivos apresentam maior prevaléncia e gravidade do acometimento
axial. Alem disto, essa populacdo de pacientes apresenta mais acometimento extrarticular,
especialmente uveite anterior.

A PCR ¢ a técnica considerada padrdo-ouro para a pesquisa do HLA-B27, mas seu
elevado custo e baixa oferta limitam seu uso cabendo ao médico optar por outras
metodologias como a CF, que pode apresentar resultados falsamente positivos. Por se tratar
de um marcador genético e, portanto, ndo passivel de variacdo, essa discordancia por vezes
observada na pratica clinica denota a eventual imprecisdo do resultado. Devido a escassez de
estudos a este respeito na literatura médica internacional e a inexisténcia de qualquer estudo

em populacdo de pacientes brasileiros com EA, justifica-se a realizacao desta pesquisa.
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5 OBJETIVOS

5.1. Objetivo primario
Determinar a taxa de concordancia de duas técnicas laboratoriais (Reacdo em Cadeia
de Polymerase e Citometria de Fluxo) na pesquisa do antigeno HLA-B27 em pacientes com

Espondiloartrite Axial (EpA-ax).

5.2. Objetivos secundarios

Caracterizar os achados clinicos e laboratoriais da amostra de pacientes com EA
estudada.

Avaliar a prevaléncia do antigeno HLA-B27 usando a técnica por Citometria de Fluxo
na amostra de pacientes com EA estudada.

Avaliar a prevaléncia do antigeno HLA-B27 usando a técnica por Reacdo em Cadeia
de Polymerase na amostra de pacientes com EA estudada.

Comparar caracteristicas clinicas e laboratoriais de acordo com a presenca/auséncia do

antigeno HLA-B27 na amostra de pacientes com EA estudada.
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Resumo

Introducdo: O antigeno leucocitario humano B-27 (HLA-B27) tem valor diagndstico e
prognostico na Espondiloartrite Axial (EpA-ax), ja que 90,0% dos pacientes com Espondilite
Anquilosante (EA) possuem o0 gene B27 em compara¢do com apenas 8,0% de individuos
saudaveis e esse alelo esta associado & maior prevaléncia de doenca axial e uveite. A
citometria de fluxo (CF) e a Reacdo em Cadeia de Polymerase (PCR) sdo técnicas geralmente

utilizadas para a tipagem do HLA-B27 de rotina.

Obijetivo: Avaliar a concordancia da CF e PCR em uma amostra de pacientes brasileiros com

EpA-ax.

Pacientes e Métodos: Neste estudo transversal foi conduzido no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, um hospital pablico universitario. A amostra, recrutada por conveniéncia na clinica de
SpA, foi composta por pacientes ambulatoriais com idade > 18 anos, preenchendo os critérios
de Avaliacdo da Espondiloartrite (ASAS). Todos os participantes foram submetidos a tipagem
HLA-B27 por meio de FC e PCR. A estatistica kappa foi usada para calcular a concordancia
entre o FC e a PCR, considerando um valor P <0,05 estatisticamente significante. Tomando
PCR como o padrdo-ouro, sensibilidade e especificidade de FC para detectar HLA-B27 foram

calculados.

Resultados: O estudo contou com um total de 62 pacientes sendo 40 (64,5%) do género
masculino e 55 (88,7%) caucasianos. A idade média apresentada foi de 54,5+12,3 anos € 0
tempo mediano de doenca, 14,0 (9, 24) anos. As manifestacdes clinicas dividem-se em
Psoriase (3 (4,8%)), Uveite (25 (40,3%)), Estesite (28 (45,2)), Artrite periférica (17 (27,4%)),
Dactilite (9 (14,5%)) e sacroiliite (60 (96,8%)). Do total de individuos, 56 (90,3%)
apresentaram tipagem positiva de HLA-B27 por CF e 49 (79,0%) pela técnica de PCR.

Utilizando o PCR como padrdo ouro, a CF apresentou sensibilidade de 98,0% e uma
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especificidade de 38,5%. O Valor Preditivo Positivo (VPP) da CF foi de 85,7% e o Valor
Preditivo Negativo (VPL) foi de 83,5%. Assim, uma precisdo do CF foi de 85,5% nos
resultados de suas analises. O coeficiente kappa de concordancia entre CF e PCR foi x =

0,454 (p <0,05).

Concluséo: A CF apresentou alta sensibilidade e boa precisdo, mas baixa especificidade na
deteccdo do HLA-B27, em comparacdo com a PCR. No entanto, é mais barato e menos
trabalhosa do que PCR, tornando-se uma escolha razoavel como um método de triagem na

pratica clinica.

Palavras chaves:

Espondilite Anquilosante, Espondiloartrite axial, HLA-B27, Citometria de Fluxo, Reagdo em

Cadeia da Polimerase.
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Introducéo

As espondiloartrites axiais (EpA-ax) sdo doencas inflamatdrias cronicas que
acometem preferencialmente a coluna vertebral, podendo evoluir com anquilose dessa
estrutura. Afetam também as enteses e as articulagdes periféricas, levando a destruicéo
articular e consequente incapacidade fisica. Sdo subdivididas em Espondilite Anquilosante
(EA) quando existe alteracdo radiogréfica das articulacBes sacroiliacas e Espondiloartrites
axiais ndo-radiogréficas (EpA-ax-nr) (1, 2). A EA é uma doenca insidiosa e potencialmente
debilitante que leva a reducdo na qualidade de vida dos individuos acometidos (3). Sua
prevaléncia estimada atinge 0,9% em todo o mundo e a incidéncia varia entre 0,4 e 14 casos
para cada 100.000 pessoas por ano (4, 5). A EA geralmente afeta adultos jovens com idade
entre 20 e 30 anos, sendo que cerca de 80,0% desenvolvem os primeiros sintomas antes dos
30 anos e menos de 5,0% apos 0s 45 anos de idade. Esta doenga acomete homens com maior

frequencia em uma proporc¢éo de 2:1 (6).

Em virtude do surgimento de novos tratamentos para as EpA-ax, o diagndstico
precoce e a caracterizacdo clinica da doenca tornou-se muito importante (7). Na definicdo do
diagnostico, a pesquisa do Human Leukocyte Antigen-B27 (HLA-B27), dosagem de
marcadores de atividade inflamatdria e a realizacdo de radiografias, especialmente do eixo

axial, sdo utilizadas rotineiramente (8).

H& uma forte associagdo entre a presenca do HLA-B27 e EA, apesar do seu papel
fisiopatogénico ainda ndo estar completamente esclarecido (8). Cerca de 90 a 95% dos
pacientes caucasianos portadores de EA apresentam soropositividade para o HLA-B27 (9). O
risco relativo determinado pela HLA-B27 na EA é o0 maior entre as doencas com
predisposicdo genética determinada pelo MHC (10). Métodos sorologicos e a Citometria de

Fluxo (CF) séo utilizados na pesquisa 0 HLA-B27. Sua especificidade € questionavel, no
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entanto, o que leva a aplicacdo de técnicas de genotipagem, como a Reacdo em Cadeia da
Polimerase, em inglés Polymerase Chain Reaction (PCR), nos laboratorios clinicos (11-13).
A Citometria de Fluxo (CF) é uma metodologia amplamente utilizada, economicamente
viavel, relativamente simples de ser executada e demonstra uma alta sensibilidade quando

compara as técnicas moleculares, como a PCR, que é mais demorada e trabalhosa (11-14).

N&o h& um consenso na literatura sobre qual a melhor técnica e, na pratica clinica, tem
se observado resultados discrepantes. Existem poucos estudos comparando diretamente estas
duas metodologias e ndo h4 nenhum estudo em amostra de pacientes na populacdo brasileira
(12-15). O objetivo deste estudo é comparar a concordancia entre a CF e a PCR em uma

amostra de pacientes com diagnostico estabelecido de EpA-ax.

Materiais e métodos

Pacientes e desenho do estudo

Trata-se de um estudo transversal com uma amostra de pacientes maiores de 18 anos
de idade, selecionados por conveniéncia, recrutados ao longo de 2015, com diagnostico
estabelecido de EpA-ax, segundo o Critério de Nova York (2, 8, 19). Os pacientes elegiveis
para este estudo fazem acompanhamento regular no ambulatério de EpA do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), um hospital pablico universitario. Todos os pacientes
analisados assinaram voluntariamente o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE). Este projeto foi aprovado pelo comité de ética do HCPA.

Variaveis clinicas e laboratoriais
Os dados clinicos e epidemioldgicos coletados incluiram: idade, género, cor da pele

(por autodenominacdo), tempo de doenca, presenca de psoriase, uveite, entesite, artrite



54

periférica (presenca de artrite no esqueleto apendicular), dactilite e sacroiliite, definida por
radiologia convencional. Todos os pacientes realizaram a tipagem do HLA-B27 por PCR de
Primer de Sequencia Especifica, no idioma inglés (Sequence Specific Primer (SSP)), PCR-
SPP, e CF, paralelamente. A técnica molecular escolhida em nosso estudo utilizou somente
reagentes desenvolvidos pelo HCPA. Estas informacGes foram inseridas em um banco de
dados virtual chamado RedCap, disponibilizado pelo Grupo de Pesquisa e Pés Graduacdo do
HCPA.

As analises feitas por CF foram realizadas em um laboratério externo de apoio,
enquanto as de PCR no HCPA. Para cada um dos testes, um volume de 5,0 mL de sangue
venoso foi coletado em um tubo de ensaio esterilizado contendo anticoagulante
Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) 5,0%. O armazenamento foi feito em geladeira (2 -

8°C) e as amostras processadas em até 24 horas a partir do momento da coleta.

Métodos analiticos usados

Citometria de Fluxo (CF).

As analises em sangue total foram processadas por CF conforme descrito por Arlindo,
et. al, 2017 (20). Cada uma das amostras teve 50 puL de sangue periférico anticoagulado com
EDTA incubados com 10 pL do reagente da marca CYTOGNOS® contendo dois anticorpos
monoclonais conjugados: HLA-B27 marcado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) /
HLA-B7 com R-ficoeritrina (PE) (21). A mistura da amostra com o reagente foi incubada
durante 20 minutos no escuro e em temperatura ambiente. As hemacias foram lisadas por
incubacdo com solucdo de lise Excellyse I® durante 5 minutos, seguida por incubagdo com
agua destilada durante 10 minutos. As amostras foram centrifugadas e ressuspendidas em

tampdo fosfato salino (22). As células foram adquiridas imediatamente em um citbmetro de
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fluxo de 4-cores FACSCalibur® com o software CellQuest® Pro apds procedimentos de
controle de qualidade. Foram adquiridos cerca de 100.000 eventos por amostra (23, 24).

A anélise dos gréficos foi realizada no software CytoPaintClassic 1.1®. Apos a
exclusdo de debris, a regido de linfdcitos foi selecionada e foi avaliada a expressdo de HLA-
B27 e HLA-B7. A definicdo de eventos positivos e eventos negativos foi obtida com uso de
controle negativo (células ndo marcadas). Os dados foram interpretados com base nas

informacdes obtidas a partir dos gréaficos (figura 1).

Reacédo em Cadeia da Polymerase (PCR)

O metodo de tipagem HLA foi o PCR-SSP, conforme protocolo in house e que foi

utilizado como referéncia neste trabalho.

Cada uma das amostras teve seu DNA extraido a partir da hemolise de 5,0 mL de
sangue total com EDTA, via técnica de salting-out. Resumidamente, 1,0 uL de todo o DNA
obtido foi misturado em um tubo contendo 1,5 pL de primers e 7,0 uL de uma solucao inicial
composta por: 50 pL de TDMH (Tris, dNPTs, MgCl2 e H20), 24,5 pL de &gua ultrapura e a
1,0 puL de Tag Polymerase. Essa mistura foi colocada em um termociclador (Applied
Biosystens®), onde perfez 31 ciclos: ciclo | (96°C por 60 segundos); ciclo 1l (96°C por 20
segundos, 70°C por 45 segundos e 72°C por 25 segundos); ciclo 111 (96°C por 25 segundos,
65°C por 50 segundos, 72°C por 30 segundos); ciclo 1V (96°C por 30 segundos, 55°C por 60
segundos, 72°C por 90 segundos); ciclo V (20°C por 60 segundos). Os ciclos I e V, realizados
uma vez apenas, os ciclos Il e 1V, cinco vezes cada e o ciclo Ill, vinte uma vezes. Apos essas
etapas a amostra fica a 4°C por tempo indeterminado. Vinte e dois microlitros do material
amplificado no termociclador foram homogeneizados suavemente com 7,0 pL de um corante
Orange G, facilitador de visualizacdo, e transferidos para os pocos do gel de agarose a 2,0% e

brometo de etideo. O gel contendo o material amplificado e homogeneizado com corante foi
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submetido, durante 30 minutos, ao processo de eletroforese em corrente de voltagem de 75 V
e 170 mA. Terminado esse tempo, o gel é colocado em transluminador UV e
fotodocumentado para analise. O produto da amplificacdo e da corrida em gel de agarose
produz resultados visiveis, interpretados com base na observacdo das bandas: banda de
controle interno (com 796 pares de bases (pb)) e banda positiva (com 150 pb), conforme pode

ser visto na figura 2.

Andlise estatistica

Inicialmente, os dados foram digitados numa planilha do programa Excel e depois
exportados para o programa SPSS v. 20.0 para analise estatistica. As variaveis categoricas
foram descritas por frequéncias e percentuais. As variaveis quantitativas com distribuicédo
simétrica foram descritas pela média e o desvio padrdo e as com distribui¢do assimétrica pela

mediana e o intervalo interquartil (25 e 75).

O teste Exato de Fisher foi usado para comparar as variaveis categoricas. As variaveis
quantitativas com distribuicdo simétrica foram comparadas pelo teste t de Student para
amostras independentes. As variaveis com distribuicdo assimétrica foram comparadas pelo

teste de Mann-Whitney.

As medidas de desempenho (sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo,
valor preditivo negativo e acurécia) para a CF considerando o PCR como padrdo ouro foram
obtidas. A concordancia entre a CF e o PCR foi descrita atraves do teste Kappa de

concordancia. Foi considerado um nivel de significancia de 5,0% para as analises estatisticas.

Os valores de kappa considerados foram baseados conforme classificagcdo proposta por

Landis e Koch, em 1977 (25).
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Resultados

O estudo incluiu 62 pacientes com EpA-ax (60 com EA e 2 com EpA-ax nao
radiogréafica), sendo 64,5% (40) do sexo masculino, 88,7% (55) autodeclarados da cor branca,
com idade média (£ desvio padréo) de 54,5+12 anos e o tempo mediano (percentis 25 e 75) de
diagnostico de 14 (9 e 24) anos. A figura 3 reporta o fluxo de recrutamento dos participantes

do estudo.

A frequéncia das caracteristicas clinicas estudadas foi: psoriase (4,8% (n=3)), uveite
(40,3% (n=25)), entesite (45,2% (n=28)), artrite periférica (27,4% (n=17)), dactilite (14,5%
(n=9)) e sacroiliite (96,8% (n=60)). A tabela 1 detalha estas informacdes e analisa a diferenca
do desempenho das caracteristicas clinicas em relacdo a presenca ou auséncia do antigeno
HLA-B27 detectado por PCR. Houve diferenca estatisticamente significativa para a artrite
periférica, sendo mais frequente no grupo HLA-B27 negativo que no grupo HLA-B27

positivo (P=0,032).

A andlise de concordancia esta demonstrada na tabela 2. 90,3% (n=6) dos pacientes
apresentaram tipagem HLA-B27 positiva por CF e 79,0% (n=49)) pela técnica de PCR.
Considerando o PCR como padrdo ouro, a CF apresentou uma sensibilidade de 98,0%. 9,7%
(n=6) pacientes apresentaram resultados negativos para 0 HLA-B27 pela técnica de CF, e
21,0% (n=13) por PCR. Isto resultou em uma especificidade de 38,5% para a CF. De todas as
analises, 85,5% (n=53) obtiveram 0 mesmo resultado nas duas técnicas e nove 14,5% (n=9)
tiveram resultados discordantes. O Valor Preditivo Positivo (VPP) da CF foi de 85,7% e o
Valor Preditivo Negativo (VPN) de 83,5%. Dessa forma, a acuracia da CF foi de 85,5%. O
coeficiente Kappa, utilizado para a determinacgdo da concordancia entre os testes foi de 0,454,

considerando um p<0,05.
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Discussao

Nessa amostra de pacientes brasileiros com EpA-ax, verificou-se uma concordancia
moderada (0,454), porém estatisticamente significativa, entre a CF e a PCR para a detec¢do
do HLA-B27. Apesar disso, obtivemos uma boa acuracia onde apenas 9 em 62 resultados
foram discordantes. Essas divergéncias, portanto, acabaram interferindo na precisdo da CF e a
literatura descreve bem a presenca de resultados falsamente positivos ou negativos e cita o

HLA-B7, como o principal interferente (16).

Verificamos que a CF demonstrou ser uma metodologia com elevada sensibilidade na
deteccdo do HLA-B27. Nossa sensibilidade foi superior a demostrada por Del Mufioz-
Villanueva et. al, em 2000, e semelhante a relatada por Lingerfelter et al., em 1995 (26, 27).
Essa variacdo das taxas de sensibilidade entre os estudos deve-se, muito provavelmente, a
qualidade das amostras analisadas, uma vez que a metodologia de CF necessita de material
contendo células viaveis e em quantidade satisfatoria para ser processado. Seo et. al, em 2013,
conseguiu obter uma sensibilidade de 100% ao trabalhar com as plaquetas do sangue dos seus

pacientes (16).

A CF compartilha algumas limitacGes presentes em testes sorolégicos, como o teste de
Microlinfotoxicidade e o0 ELISA que, devido a presenca de reagdes cruzadas com alelos do
HLA-B27, necessitam ter seus resultados confirmados por técnicas de maior precisdo e
exatidao. Para preencher essa lacuna de especificidade, alternativamente, recomenda-se que a
metodologia de CF utilize, pelo menos, dois anticorpos monoclonais anti-HLA-B27 diferentes

(28).

A identificacdo do HLA-B27 ¢é importante no diagndstico da EA e a exclusdo da sua

presenca reduz a probabilidade diagnostica (29). A alta prevaléncia do marcador na populagéo
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que estudamos, 90,3%, corrobora os dados obtidos por Sampaio-Barros, et. al, em 2013, que
verificou que a positividade do HLA-B27 nos pacientes espondiliticos pode variar entre 80%
e 98%, sendo mais elevada em populacdes brancas ndo miscigenadas do norte da Europa.
Verificamos também que 91,8% dos pacientes HLA-B27 soropositivos sdo autodeclarados
caucasianos, 0 que esta de acordo com a primeira revisdo do consenso brasileiro de
espondiloartropatias, de 2007 (7). Dentre as caracteristicas clinicas da populacdo estudada, a
presenca de doenca periférica combinada com uma menor proporcao de pacientes HLA-B27

positivos reforca o conceito de que este gene é marcador de acometimento axial (30).

A deteccdo correta do HLA-B27 auxilia o médico no diagnostico da doenca e a
escolha do método a ser utilizado pode levar em conta, além de fatores como sensibilidade e
especificidade, a disponibilidade do exame e o preco que ele custara para o paciente ou para o
sistema de salde, seja ele publico ou privado. O aumento do conhecimento e acesso a
informacdo possibilitou a incorporacdo da biologia molecular na rotina laboratorial. Apesar
disso, sua implementacdo ainda ndo é uma realidade para os pequenos laboratorios. Técnicas
como a de PCR, por exemplo, requerem area legalmente padronizada, equipe treinada, sdo
trabalhosas e demandam de aparelhagem especifica para serem executadas com qualidade.
Todos esses fatores fazem com que muitos lugares ndo oferecam esses tipos de exames e
levam as empresas menores a optar por terceirizar o servigco. Existe alternativas para a
diminuicdo desses problemas, como a producdo de reagentes pelo préprio laboratério ou o
acumulo de amostras para serem processadas de uma s6 vez, afim de otimizar o uso de Kits,
por exemplo, mas todas incorrem em morosidade ou custos adicionais e tornam o teste pouco

atrativo (11).

Por outro lado, a implementacdo de um citémetro de fluxo ndo necessita de espago
regulamentado, o manuseio do equipamento segue o manual do fabricante e a execugdo da

técnica € realizada com base na bula do kit reagente. Apesar de suas limitagdes, novos



60

equipamentos surgem calcados sobre essas lacunas, com o intuito de reduzir o trabalho e
manuseio da amostra ou para ampliar a sensibilidade e especificidade do equipamento
aumentando o numero de fluorocromos utilizados e de lasers do aparelho, por exemplo (31,

32).

A CF em nosso estudo apresentou alta sensibilidade para deteccdo do HLA-B27,
porém baixa especificidade, o que torna sua aplicabilidade clinica limitada, quando
comparada a técnica por PCR. Entretanto, por ser relativamente mais barata, menos trabalhosa
e com obtencdo de resultado em menor tempo do que a técnica por PCR, a CF poderia ainda
ser considerada em determinadas situagdes como um teste de triagem capaz de ajudar o
médico a excluir resultados falsamente negativos, racionalizando assim sua investigagdo

laboratorial para diagnostico da EA.

Nosso trabalho foi inovador ao relacionar o marcador HLA-B27 de pacientes com
EpA-ax e a CF em uma populacdo de pacientes brasileiros do sul do Brasil e sinaliza para a
importancia de se implementar na rotina uma metodologia de genotipagem para elucidar os

casos falso positivos.
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Figura 1 : Gréficos de expressdo do marcador por Citometria de Fluxo?®.

HLA-B27 positivo HLA-B27 negativo Controle negativo
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HLA-B27 FITC FL1-H -> HLA-B27 FITC FL1-H -> FL1-Height FL1-H ->

20 pico que se sobrepBe ao do controle negativo representa expressao negativa do marcador,
enquanto picos a direita do pico do controle negativo representam expressdo do marcador.
Imagem proveniente do laboratério de apoio onde foram realizadas as andlises. Imagem

cedida pelo laboratério de apoio.

Figura 2 : Gel de agarose com brometo de etideo revelado pds corrida eletroforética®.

- | 2 3 < cpP CN TA

PResultados da genotipagem do HLA-B27 por PCR-SSP in house com fragmento amplificado
de 150 pb. Linhas 1 — 4, pacientes; CN, controle negativo; CP, controle positivo; TA, tubo
aberto (beta-hemoglobina); a, pog¢o; b, banda de controle interno (796 pb); c, banda de

tipagem positiva (150 pb); d, banda de primer.



Figura 3 : Fluxograma de recrutamento e incluséo de participantes no estudo.
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Tabela 1: Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais da populacao estudada de acordo com

a presenca de antigeno HLA27 por PCR

HLA-B27
Caracteristicas n=62 Positivo Negativo ~ Valor P
n=48 n=13
Género masculino n (%)*? 40 (64,5) 30(62,5 10(76,9) 0,348
Caucasianos n (%) 55 (88,7) 45(91,8) 10(76,90 0,153
Idade média em anos (+ DP)® 54,5+£12,3 53,2125 595+0,5 0,702
Mediana de tempo da doen¢a em anos (11Q 25,75)° 14,0 (9,24) 13(9,21) 23(11,35) 0,069
Psoriase n (%) 3(4,8) 2 (4,1) 1(7,7) 0,513
Uveite n (%) 25 (40,3) 18 (36,7) 7 (53,8) 0,344
Entesite n (%) 28 (45,2) 22 (44,9) 6(46,2) 0,999
Artrite periférica n (%) 17 (27,4) 10 (20,4) 7 (53,8) 0,032
Dactilite n (%) 9 (14,5) 7 (14,3) 2 (15,4) 0,999
Sacroiliite? n (%) 60 (96,8) 47(95,9) 13(100,0) 0,999

Abreviagdes: DP (Desvio Padréo), 11Q (Intervalo Inter Quartil)
aTeste de Chi-quadrado, n (%)

bTeste t de Student, media+DP

‘Teste de Mann-Whitney, mediana e 11Q

dDefinida por radiologia convencional padrao
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Tabela 2: Comparacdo entre os resultados do HLA-B27 das técnicas em Polymerase Chain

Reaction (PCR) e Citometria de Fluxo (CF)

PCR
Negativo n (%) Positivo n (%)
CF Negativo 5 (8,1%) 1(1,6%)
Positivo 8 (12,9 %) 48 (77,4%)
Total 13 (21,0%) 49 (79,0%)

Total n (%)
6 (9,7%)
56 (90,3%)
62 (100,0%)

Kappa=0,454 (concordancia moderada)
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo verificou que as técnicas de PCR e de CF, para identificacdo do
HLA-B27, tiveram uma taxa de correlagdo moderada. A técnica de CF, quando comparada
com a PCR, apresentou alta sensibilidade poréem baixa especificidade. Diante deste achado e
considerando seu menor custo, maior rapidez para execuc¢édo e relativa facilidade de acesso,
poderia ser utilizada como teste de triagem, quando se busca identificar o HLA-B27 no
processo de caracterizacdo diagnéstica da EpA-ax. Sua baixa especificidade, no entanto,
requer a utilizacdo de um teste para confirmar os resultados positivos, devido, entre outras
causas, a reacdo cruzada com o gene HLA-B7. Apesar da concordancia com a técnica de
referéncia, a CF poderia auxiliar na exclusdo de resultados falsamente negativos,

racionalizando assim a investigacao laboratorial para o diagnéstico da EpA-ax.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

A alta sensibilidade da técnica de CF na pesquisa do HLA-B27 incorre na presenca de
resultados falsamente positivos. Seria interessante sabermos quais sdo realmente o0s pacientes
que apresentam esse gene. O sequenciamento genético poderia elucidar as duvidas referentes
aos casos discordantes, onde o resultado da CF foi diferente da encontrada pela PCR. Ainda
mais, identificar quais os HLA apresentados ou quais subtipos de HLA-B27 presentes, traria
informacBes relevantes, no sentido de que ainda ndo ha pesquisa alguma que tenha se
proposto a caracterizar o gendtipo dessa populacdo no sul do Brasil. A realizacdo de um
estudo mais amplo, contendo um tamanho amostral maior e com a presenca de grupo controle
poderia ser uma alternativa bastante valida na obtencdo de preditores prognosticos que viriam
a auxiliar na estratificacdo dos pacientes otimizando o potencial beneficio do tratamento e

minimizando seus riscos.



10 ANEXOS

Anexo I. Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECTDO

Estudo comparative de duas técnicas laboratoriais para a determinacio do
HLA-B17 em pacientes com Espondilite Anguilosante

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

Porque quersmos comparar dois métodos de laboratémo para deteccio de um gene chamado
HLA-B27, um gene presente em 80-90% dos pacientes com espondilite anquilosante.
Queremos identificar qual das técnicas laboratoniais de deteccio deste gene € mais precisa.

DE QUE CONSTA O ESTUDO?

Pessoas com espondilite anquilosante realizario uma coleta de sangue e a presenca do gene
HILA B27 sera pesquisada no sangpe através de duas técnicas de laboratorio chamadas
citometria de fluxo e amplificagio de DINA por reacdo em cadeia da polimerase.

Cada paciente realizari apenas uma coleta de 10 ml de sangue. A coleta sera realizada no
Cenfro de Pesguisa Clinica (CPC) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e o paciente
recebera o resultado assim que estes estiverem disponiveis.

QUAIS SA0Q AS VANTAGENS DA PARTICIPACAQ NESTE ESTUDO?

1. Vocé ira saber se € portador do gene HLA B27, uma informacio que pode ajudar sen
meédice no acompanhamento e manejo de sua doenga;

2. Vocé contmnbui para a construgio do conhecimento que podera trazer beneficios a outros
pacientes com espondilite angquilosante

QUAIS SA0Q AS DESVANTAGENS DA PARTICIPACAQ NESTE ESTUDO?

1. Comparecer ao hospital

2. Realizar uma coleta de sangue, um procedimento em geral simples, mas que pode
cansar dor, hematoma e sangramento no local de pungio, bem como mal estar, tonfura, suor e
desmaios em raras ocasides.
HA A POSSIBILIDADE DE ESTE ESTUDO CONTINUAR?
Nao, este estudo consiste em apenas uma visita e coleta de sangue para cada paciente.

DADOS RELATIVOS A PROTECAO DO PACIENTE

A Os dados coletados neste estudo sdo confidenciais, e nio serdo revelados dados que que

B. A adesio ao estudo € voluntinia, ou seja, cada paciente & livie para decidir a sua
participagdo ou nio.

C. A decisio de nio participar nio interferra no acompanhamento normal do paciente no
Ambulatorio, na Emergéncia nem na Intemmacio do Hospital de Clinicas, nem interfere na
relacio com seu meédico assistente.

D. O paciente & livre para desistir a qualgquer momento do estudo, sem necessidade de
fomecer justificativa.



CUSTOS
Vocé nio tera nenhum custo para participar desta pesguisa.

Vocé recebera uma das vias deste termo de consentimento livre e esclarecido para levar
para casa e ouira via ficara com o investigador.

COMPREESAO E AUTORIZACAQ

{ ) Tendo compreendido as informagtes do presente termo de consentimento e concordado
com elas, quero participar desta pesquisa e autorizo os pesquisadores a usarem os dados
obtidos para analise.

Nome do paciente:
Eegistro:
Assimatura:

Nome do Pesquisador:
Porto Alegre, de de 20

Pesquisadores responsaveds:

Dr. Penélope Esther Palominos Telefone: (51) 3359 8340, (51) 9812 4445
Dr. Charles Lubianca Kohem Telefone: (51) 96780801

Comité de Etica em Pesquisa Telefone: (51) 3359 8304
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Anexo Il. Termo de confidencialidade para uso de dados

W Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagao

Termo de Compromisso para Utilizagao de Dados

Titulo do Projeto

Cadastro no GPPG

s pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a
privacidade dos pacientes cujos dados serdo coletados em prontuarios e bases de
dados doHospital de Clinicas de Porto Alegre. Concordam, igualmente, gue estas
informacbes serdo utilizadas Unica e exclusivamente para execucio do presente
projeto. As informacdes somente poderdo ser divulgadas de forma andnima.

Forto Alegre, _ de de 200_.

Nome dos Pesquisadores Assinatura




Anexo Ill. Carta de aprovacdo do estudo pela comissdo cientifica.

HCPA - HOSPITAL DE GLiHIL‘AS} DE PORTG ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUACAD

COMISEBAD CIENTIFICA

& Qomzsac Ciantitica do Hospiml de Ciinicea da Porte Alegre anelisau o grojets;

Prajete; 120140
Data da Versao do Prejeto:

Pasquisadores:
CHARLES LUEIANGA KO HEM

BICARADO MAGHADD XaWIES
FPEMELCFPE ESTHER PALOMINGE

Titule:  Estuda comparative de duas técnicas laberatoriais para a dateminacan do HLA-B27
gm pecientes com Espondilite Anquitcsante

Ezle projele fof APACYAGL sn s8us BSpectDs BfiCas, metodaldgices, [oisticee a fingneeircs para
ger redlizeds 1o Hoapital de Clnicas de Porto Alegre,

Fsta aprovagho 2sti bassada nos paracsores dos respectivas Comitts de Etica & da Sarvics de Gesiao
am Paequias.

- D5 pasquisackiras wEncllades aa plajeats ndd partis saram de qualguer etépe do procsesn de avaligaa
de geus projatos.

- O pesouisador demvera AREArnTar I]RIoN0s semasired g8 860mpanhamento € relatdrnio fingl ag Gruog
de Peagulea & POs-Graduagho [GPPG)

/Féno Alegrs, 23 da novemlbra de 2012,
R
rof N g Clgtiae|

Coorde CERYFCPA
Vi
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Anexo 1V. Declaragdo STARD
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TITLEOR
ABSTRACT
1 | Identification as a study of diagnostic accuracy using at least one measure of 50
accuracy (such as sensitivity, specificity, predictive values, or AUC)
ABSTRACT
2 | Structured summary of study design, methods, results, and conclusions 50
(for specific guidance, see STARD for Abstracts)
INTRODUCTION
3 | Scientific and clinical background, including the intended use and clinical role 50
of the index test
4 | Study objectives and hypotheses 50
METHODS
Study design 5 i Whether data collection was planned before the index test and reference 50
standard were performed (prospective study) or after (retrospective study)
Participants 6 | Eligibility criteria 53
7 i Onwhat basis potentially eligible participants were identified 53
(such as symptoms, results from previous tests, inclusion in registry)
8 | Where and when potentially eligible participants were identified (setting, 53
location and dates)
9 | Whether participants formed a consecutive, random or convenience series 53
Test methods 10a : Index test, in sufficient detail to allow replication 54-55
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10b | Reference standard, in sufficient detail to allow replication 55-56
11 | Rationale for choosing the reference standard (if alternatives exist) -
---------- 12a | Definition of and rationale for test positivity cut-offs or result categories -
of the index test, distinguishing pre-specified from exploratory
12b @ Definition of and rationale for test positivity cut-offs or result categories -
of the reference standard, distinguishing pre-specified from exploratory
13a | Whether clinical information and reference standard results were available -
to the performers/readers of the index test
13b | Whether clinical information and index test results were available 56
to the assessors of the reference standard
Analysis 14 | Methods for estimating or comparing measures of diagnostic accuracy 56
15 | How indeterminate index test or reference standard results were handled -
16 | How missing data on the index test and reference standard were handled -
17 : Any analyses of variability in diagnostic accuracy, distinguishing pre-specified -
from exploratory
18 | Intended sample size and how it was determined -
RESULTS
Participants 19 | Flow of participants, using a diagram 57
20 | Baseline demographic and clinical characteristics of participants 57
21a | Distribution of severity of disease in those with the target condition -
21b | Distribution of alternative diagnoses in those without the target condition -
22 i Time interval and any clinical interventions between index test and reference -
standard
Test results 23 i Cross tabulation of the index test results (or their distribution) 57
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by the results of the reference standard

24 | Estimates of diagnostic accuracy and their precision (such as 95% confidence 57
intervals)
25 i Any adverse events from performing the index test or the reference standard -
DISCUSSION
26 | Study limitations, including sources of potential bias, statistical uncertainty, and 58
generalisability
27 i Implications for practice, including the intended use and clinical role of the 58
index test
OTHER
INFORMATION
28 | Registration number and name of registry 74
29 | Where the full study protocol can be accessed -
30 : Sources of funding and other support; role of funders -




