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RESUMO 

 

 
Introdução: A artrite reumatoide (AR) é uma doença autoimune potencialmente incapacitante, 

cujo desenvolvimento tem sido associado à exposição a certos fatores ambientais em 

indivíduos geneticamente predispostos. O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) é a principal 

citocina envolvida na fisiopatologia da AR, induzindo a inflamação sinovial e sistêmica. O 

fator de necrose tumoral beta (TNF-β) é reconhecido basicamente pelos mesmos receptores 

que o     TNF-α, e dessa forma eles apresentam efeitos similares. O TNF-β é homólogo ao 

TNF-α, e estudos demonstram que o polimorfismo genético do TNF-β (rs909253) pode estar 

relacionado a alterações na expressão do TNF-α, com consequente aumento na produção de 

sua citocina. Estudos indicam que o polimorfismo TNF-β +252 G>A está associado a um 

maior risco de desenvolvimento de diversas doenças autoimunes, entre elas AR. 

Objetivo: O presente estudo verificou a associação entre o polimorfismo do TNF-β +252 

G>A com a susceptibilidade à AR e a presença dos biomarcadores de diagnóstico e 

prognóstico, fator reumatoide (FR) e anticorpo anti-peptídeo citrulinado cíclico (anti-CCP), 

assim como com os níveis séricos TNF-α.  

Métodos: Esse é estudo caso-controle, incluindo 261 pacientes com AR e 297 controles, 

todos da mesma região geográfica. O diagnóstico de AR foi realizado de acordo com os 

critérios do Colégio Americano de Reumatismo/Liga Europeia de Reumatologia, de 2010. A 

atividade da doença foi avaliada pelo disease activity score in 28 joints, utilizando a proteína 

C reativa (PCR) ou a velocidade de hemossimentação (VHS). O polimorfismo genético  do 

TNF-β foi determinado pela reação em cadeia da polimerase e polimorfismo do comprimento 

dos fragmentos de restrição (PCR-RFLP) com identificação de três genótipos: B1/B1, B1/B2 

e B2/B2. Foram avaliados os seguintes marcadores inflamatórios:  contagem de leucócitos 

totais, VHS, níveis séricos de ferritina, PCR, FR, anti-CCP, e os  níveis plásmaticos de TNF-α 

e o seus receptores 1 (TNFR1) e receptores 2 (TNFR2). 

Resultados: Entre os pacientes, 42,1% apresentaram o alelo B2/B2, 47,9% B1/B2 e 10,0% 

B1/B1, resultando em uma frequência alélica de 66,0% para o alelo B2 e 34,0% para o alelo 

B1. Não foi observada diferença significativa na frequência alélica e na distribuição 

genotípica entre os grupos no modelo aditivo, assim como no modelo dominante (p>0,05). 

Pacientes com o alelo B1 demonstraram aumento em 4,23 vezes a presença do FR (p=0,020) 

e 8,13 vezes para o anti-CCP (p=0,001), independentemente dos dados demográficos, clínicos 

e inflamatórios. Os pacientes que apresentaram o alelo B1, apresentaram maiores níveis de 

TNF-α e estes estavam associados com positividade do FR, anti-CCP ou ambos (p=0,040, 

p=0,011 e p=0,038, respectivamente). Porém, pacientes com alelo B2 em homozigose, a 

presença desses anticorpos não alteraram os níveis de TNF-α (p>0,05). Os receptores 

sTNFR1 e sTNFR2 não diferiram de acordo com os genótipos (p>0,05) e enm  com a 

presença de autoanticorpos. Para verificar quais parâmetros poderiam influenciar os níveis de 

TNF-α e a presença de autoanticorpos de acordo com o genótipos, foram realizadas três 

modelos de regressão linear (tipos stepwise) de acordo com os genótipos. O primeiro modelo 

de regressão foi realizado em pacientes com a presença de FR, foi demostrado que em 

pacientes com o genótipo B2/B2, 20,4% da variação dos níveis de TNF-α podem ser 

explicados pelo DAS28-PCR. Já no genótipo B1/B1+B1/B2 37,2%  da variação dos níves de 



 

TNF-α podem ser explicados pelos níveis de sTNFR1 e pela presença de FR. O segundo 

modelo de regressão foi realizado para pacientes com  de anti-CCP, foi demostrado que em 

pacientes com o genótipo B2/B2, 21,2% da variação dos níveis de TNF-α podem ser 

explicados pelo DAS28-PCR. Já com o genótipo B1/B1+B2/B2, 39,7% da variação dos níves 

de TNF-α podem ser explicados pelos níveis de sTNFR1 e pela presença de anti-CCP.  O 

terceiro modelo de regressão foi realizado em pacientes com a presença de FR e anti-CCP, foi 

demostrado que em pacientes com o genótipo B2/B2, 21,2% da variação dos níveis de TNF-α 

podem ser explicados pelo DAS28-PCR. . Já com o genótipo B1/B1+B2/B2, 42,8% da 

variação dos níves de TNF-α podem ser explicados pelos níveis de sTNFR1 e pela presença 

de FR e/ ou anti-CCP.   

Conclusão: Nossos resultados indicam que o polimorfismo TNF-β +252 G>A não está 

associado com a susceptibilidade à AR e níveis de TNF-α, mas sim com a presença ou níveis 

de autoanticorpos. Além disso, a presença do FR, anti-CCP ou ambos podem modular os 

níveis plasmáticos de TNF-α apenas em pacientes com o alelo B1, independentemente da 

atividade da doença. 

 

Palavra-chave:  Artrite reumatoide. Polimorfismo genético do fator de necrose tumoral beta  

+252 G>A. rs909253. TNF-α. Fator reumatoide. Anticorpo anti-peptídeo 

citrulinado cíclico. 
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ABSTRACT 

 

 

Background: Rheumatoid arthritis (RA) is a potentially disabling autoimmune disease, and 

it’s development has been associated with exposure to certain environmental factors in 

genetically predisposed individuals. Tumor necrosis factor alpha (TNF-α) is the major 

cytokine involved in the pathophysiology of RA, inducing synovial and systemic 

inflammation. Tumor necrosis factor beta (TNF-β) is recognized by the same receptors as 

TNF-α, and thus they have similar effects. TNF-β is homologous to TNF-α, and studies shows 

that the genetic polymorphism of TNF-β +252 G>A may be related to changes in TNF-α 

expression, with consequent increase in the production of its cytokine. Studies indicate that 

the TNF-β polymorphism +252 G>A is associated with a higher risk of development of 

several autoimmune diseases. 

Objective: the aim of the present study was to evaluate the association between the TNF-β 

+252 G>A polymorphism with the susceptibility for RA and presence of diagnostic and 

prognostic biomarkers rheumatoid factor (RF) and Anti-Cyclic Citrullinated Peptide (anti-

CCP), as well as with the serum tumor necrosis factor-alpha (TNF-α).  

Method: This is a case-control study, including 261 RA patients and 297 controls, all from 

the same geographic region. The diagnosis of RA was performed according to the criteria of 

the American College of Rheumatology / European League of Rheumatology, 2010. Disease 

activity was assessed by disease activity score in 28 joints using either C-reactive protein 

(CRP) or weaning rate (ESR). Genetic polymorphism of TNF-β was determined by 

polymerase chain reaction and restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) with 

identification of three genotypes: B1 / B1, B1 / B2 and B2 / B2. The following inflammatory 

markers were counted: total leukocyte count, HSV, serum ferritin levels, CRP, RF, anti-CCP, 

and plasma levels of TNF-α and its receptor 1 (TNFR1) and receptor 2 (TNFR2). 

Results:  Among the patients, 42.1% presented the B2 / B2 allele, 47.9% B1 / B2 and 10.0% 

B1 / B1, resulting in an allelic frequency of 66.0% for the B2 allele and 34.0% for the B1 

allele. No significant difference in allele frequency and genotypic distribution was observed 

between groups in the additive model, as well as in the dominant model (p> 0.05). Patients 

with the B1 allele showed a 4.23-fold increase in the presence of RF (p = 0.020) and 8.13-fold 

in the anti-CCP (p = 0.001), regardless of demographic, clinical and inflammatory data. 

Patients who presented the B1 allele had higher levels of TNF-α and these were associated 

with RF positivity, anti-CCP or both (p = 0.040, p = 0.011 and p = 0.038, respectively). 

However, patients with B2 allele in homozygosis, the presence of these antibodies did not 

alter TNF-α levels (p> 0.05). The sTNFR1 and sTNFR2 receptors did not differ according to 

genotypes (p> 0.05) and enm with the presence of autoantibodies. To verify which parameters 

could influence TNF-α levels and the presence of autoantibodies according to the genotypes, 

three linear regression models (stepwise types) were performed according to the genotypes. 

The first regression model was performed in patients with the presence of RF, it was 

demonstrated that in patients with the B2 / B2 genotype, 20.4% of the variation of TNF-α 

levels can be explained by DAS28-PCR. In the genotype B1 / B1 + B1 / B2, 37.2% of the 

variation in levels of TNF-α can be explained by sTNFR1 levels and the presence of RF. The 

second regression model was performed for patients with anti-CCP, it was demonstrated that 



 

in patients with the B2 / B2 genotype, 21.2% of the variation of TNF-α levels can be 

explained by DAS28-PCR. With the B1 / B1 + B2 / B2 genotype, 39.7% of the variation of 

TNF-α levels can be explained by sTNFR1 levels and the presence of anti-CCP. The third 

regression model was performed in patients with the presence of RF and anti-CCP, it was 

demonstrated that in patients with the B2 / B2 genotype, 21.2% of the variation of TNF-α 

levels can be explained by DAS28-PCR. With the B1 / B1 + B2 / B2 genotype, 42.8% of the 

variation of TNF-α levels can be explained by sTNFR1 levels and the presence of RF and / or 

anti-CCP.  

Conclusion: Our results indicate that the TNF-β +252 G>A polymorphism is not associated 

with susceptibility to RA and TNF-α levels, but rather to the presence or levels of 

autoantibodies. In addition, the presence of RF, anti-CCP or both may modulate TNF-α 

plasma levels only in patients with the B1 allele, regardless of disease activity. 

 

Keywords:  Rheumatoid arthritis. TNF-β +252 G>A polymorphism . Rs909253. Rheumatoid 

factor. Anti-Cyclic Citrullinated Peptide. 
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1.0 INTRODUÇÃO 

1.1. Artrite Reumatoide 

 

A artrite reumatoide (AR) é uma doença autoimune associada à incapacitação 

progressiva, complicações sistêmicas, morte precoce e significativo impacto socioeconômico. 

A autoimunidade é caracterizada pela produção em larga escala de autoanticorpos dirigidos à 

fração cristalizável (Fc) da imunoglobulina (Ig) G, conhecidos como fator reumatoide (FR) e 

anticorpos antipeptídeo citrulinado cíclico (anti-CCP) (MCINNES; SCHETT, 2011). A 

citrulinização é um fator crítico para o reconhecimento imune de diversas proteínas (fibrina, 

vimentina, fibronectina, colágeno tipo II), altamente expressas na membrana sinovial durante o 

processo inflamatório (CHIMENTI et al, 2015). 

A etiologia da AR não é completamente conhecida, mas estudos indicam o 

envolvimento da exposição a certos fatores ambientais em indivíduos geneticamente 

predispostos. Os efeitos de fatores genéticos e ambientais são reconhecidos como de grande 

importância na patogênese e desenvolvimento da AR (ANGELOTTI et al, 2017). A incidência 

estimada de AR está entre 0,5 a 1%, sendo que fatores hereditários estão envolvidos em cerca 

de 40-65% dos pacientes que apresentam autoanticorpos e em cerca de 20% dos que não 

apresentam (SMOLEN, ALETAHA e MCINNES, 2016).  

Mais de 80% dos indivíduos afetados apresentam o epítopo do antígeno leucocitário 

humano (HLA)-DBR1*04 (SMOLEN et al., 2007), sendo que pacientes que possuem dois 

desses alelos possuem elevado risco de desenvolver a doença nodular e necessidade de 

intervenção cirúrgica relacionada a destruição articular (WEYAND et al., 1992). O epítopo 

compartilhado (EC) é uma sequência de aminoácidos comuns nas posições 70-74 do HLA-

DBR1, e tem uma associação reconhecida com a produção de autoanticorpos anti-CCP. Além 

disso, o EC é um fator de risco para destruição óssea severa (HUIZINGA et al., 2005). O fator 

de risco ambiental para AR melhor estabelecido é o tabagismo, porém os mecanismos exatos 

pelos quais essa prática favorece o desenvolvimento de AR permanecem desconhecidos. Os 

componentes inalados podem induzir a citrulinização de peptídeos, o que levaria à formação de 

autoanticorpos (KLARESKOG et al., 2006).  Agentes infecciosos (vírus Epstein-Barr, 

Citomegalovírus, Proteus e Escherichia coli) e seus produtos têm sido relacionados ao 

desenvolvimento de AR, provavelmente devido a mecanismo de mimetismo molecular. A 

formação de imunocomplexos durante o curso dessas infecções poderiam ocasionar a indução 

da produção do FR, um autoanticorpo dirigido à porção Fc das Ig. O FR é um biomarcador para 
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AR que tem sido implicado em sua patogênese (MCINNES; SCHETT 2011), auxiliando tanto 

no diagnóstico como no prognóstico da doença. 

Dessa forma a combinação da predisposição genética, fatores ambientais e modificações 

epigenéticas pode desencadear a perda da tolerância imunológica, favorecendo a produção de 

autoanticorpos, aparecimento de sinovite assintomática até a evolução para a artrite sintomática 

(Figura 1) (SMOLEN, ALETAHA e MCINNES, 2016). 

 

 

FIGURA 1. FATORES ENVOLVIDOS NO DESENVOLVIMENTO DE ARTRITE 

REUMATOIDE. ADAPTADO DE: SMOLEN, ET AL (2016).  

 

O edema articular na AR reflete a inflamação na membrana sinovial consequente da 

ativação imune, e é caracterizado por infiltração leucocitária. O processo inflamatório é 

regulado por uma complexa rede de citocinas e quimiocinas, sendo o fator de necrose tumoral 

alfa (TNF-α) e a interleucina-6 (IL-6) essenciais para esse processo. O fator estimulador de 

colônias de granulócitos também pode estar envolvido na inflamação (SMOLEN, ALETAHA 

e MCINNES, 2016). 

A membrana sinovial é um tecido conjuntivo formado por duas camadas principais. Em 

pacientes com AR, ocorre hiperplasia celular decorrente da infiltração de células inflamatórias 

que se proliferam de forma invasiva. A hiperplasia sinovial, chamada de pannus, consiste em 

um aumento na espessura da membrana superior ocasionada por proliferação celular, 

recrutamento de células da circulação sanguínea, redução na apoptose celular e aumento da 
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demanda de oxigênio com consequente hipóxia. O estado de hipo oxigenação estimula o 

processo de angiogênese, que é característico nas articulações de pacientes com AR (MIHALY 

et al., 2014). 

A inflamação persistente culmina na destruição óssea e da cartilagem por diversos 

mecanismos (CHOY, 2012;) (Figura 2). Os neutrófilos recrutados degranulam e liberam uma 

variedade de enzimas e peptídeos com potencial lesivo e também podem gerar diversos radicais 

livres, como ânios superóxido e radical hidroxila. 

 

 

FIGURA 2: ARTICULAÇÃO NORMAL (A) E ARTICULAÇÃO AFETADA POR AR (B): 

HIPERCELULARIDADE E DESTRUIÇÃO ARTICULAR. ADAPTADO DE: CHOY, 2012. 

 As manifestações extra-articulares da AR são decorrentes do estado inflamatório 

sistêmico e podem incluir os sistemas cardiovascular, respiratório e hematológico. Pacientes 

com AR apresentam maior risco para doenças cardiovasculares em relação à população em 

geral, o que não pode ser explicado pelos fatores de risco tradicionais. (TANTAYAKOM et al., 

2016). 

O diagnóstico é baseado em manifestações clínicas e em exames laboratoriais. Quando 

a AR não está presente na forma clássica, o diagnóstico torna-se um desafio. Atualmente o 
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diagnóstico de AR é baseado em critérios propostos pelo Colégio Americano de Reumatologia 

(ACR) e pela Liga Europeia Contra o Reumatismo (EULAR) em 2010, que compreende: 

número e tipo de articulações afetadas, presença do FR e/ou anti-CCP, proteínas de fase aguda 

- velocidade de hemossedimentação (VHS) e proteína c reativa (PCR) e duração dos sintomas. 

É atribuído um escore para cada item, e caso a somatória resulte em um número maior ou igual 

a seis, indica presença de AR (Tabela 1). (ALETAHA et al., 2010). 

 

TABELA 1 – CRITÉRIOS DE CLASSIFICAÇÃO DO COLÉGIO AMERICANO DE 

REUMATOLOGIA E PELA LIGA EUROPEIA CONTRA O REUMATISMO 2010 PARA 

ARTRITE REUMATOIDE. 

Envolvimento articular  

1 grande articulação 0 

2-10 grandes articulações 1 

1-3 pequenas articulações 2 

4-10 pequenas articulações 3 

> 10 articulações (pelo menos 1 pequena articulação) 5 

Sorologia  

FR negativo e AACP negativos 0 

FR positivo em título baixo ou AAPC positivo em título baixo 2 

FR positivo em título alto ou AAPC positivo em título alto 3 

Provas de fase aguda (pelo menos 1 é requerida)  

PCR normal e VHS normal 0 

PCR anormal ou VHS normal 1 

Duração dos sintomas  

< 6 semanas 0 

≥ 6 semanas 1 

Artrite Reumatoide definida: ≥ 6 pontos; VHS, velocidade de hemossedimentação; PCR, proteína C reativa; FR, 

fator reumatoide; AACP, anticorpos anti proteína/peptídeos citrulinados. Adaptada de Colégio Americano de 

Reumatologia (ACR) / Liga Europeia Contra o Reumatismo (EULAR) de 2010. 

 

Um dos índices utilizado para monitoramento da atividade da AR é o disease activity 

score (DAS). Ele foi proposto em 1990, sendo constituído pela avaliação articular de acordo 

com Ritchie Articular Index, uma escala visual de saúde global do paciente e a VHS (DAVIS 
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et al, 1990; VAN DER HEIJDE et al,1990). Em 1995 foi sugerida uma alteração na forma de 

avaliação, reduzindo-se o número de articulações avaliadas para 28 (DAS28). O DAS28 

apresentou a mesma eficácia na avaliação da atividade da doença que o DAS original, sendo 

que a avaliação articular seria mais prática. Foi definido que uma pontuação inferior a 2,6 

indicava remissão da doença, entre 2,6 a 3,2 como atividade baixa, acima de 3,2 e abaixo de 

5,1 como atividade moderada e acima de 5,1 como grande atividade (Tabela 2). (PREVOO et 

al., 1995). 

TABELA 2. ÍNDICE DA ATIVIDADE DA AR PELO DISEASE ACTIVITY SCORE 28 -

VHS. 

Pontuação Atividade da doença 

< 2,6 Remissão da doença 

2,6 a 3,2 Atividade leve 

> 3,2 a 5,1 Atividade moderada 

> 5,1 Atividade alta 

 

Fransen e colaboradores (2004), ao perceberem que o VHS sofre variações de acordo 

com a idade, sexo, etnia e níveis de proteínas plasmáticas, sugeriram a substituição deste pelo 

PCR como parâmetro laboratorial no cálculo do DAS28, uma vez que a PCR representaria 

melhor as alterações inflamatórias em curto prazo. 

 Inoue et al (2007) verificaram através das curvas ROC que o DAS28-PCR pode 

subestimar a atividade da doença, principalmente em escores mais baixos, demonstrar que o 

DAS28-VHS e o DAS28-PCR apresentaram um coeficiente de correlação de 0,946. Isso sugere 

cautela ao se utilizar o DAS28-PCR para determinar o manejo terapêutico da AR. Um estudo 

em 2015 que compara a utilização do VHS com o PCR no DAS28, mostrou que os níveis do 
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DAS28-VHS foram significativamente maiores que os do DAS28-PCR, confirmando a 

hipótese de que a PCR pode subestimar a atividade da doença (MEDEIROS et al., 2015). 

 

1.2. Fator Reumatoide e Artrite Reumatoide 

 

O FR é uma classe de Ig que apresenta diferentes isotipos e afinidades e foi descrita pela 

primeira vez há mais de 70 anos. Waaler e colaboradores (1940) descreveram um anticorpo 

dirigido à gamaglobulina que promovia aglutinação de hemácias de carneiro sensibilizadas com 

doses subaglutinantes de anticorpos de coelho. Embora o seu nome se deva ao fato de terem 

sido primeiramente detectados em seres humanos portadores de AR, esse anticorpo também é 

encontrado em outras doenças autoimunes – como Lúpus Eritematoso Sistêmico, polimiosites, 

Síndrome de Sjogren – e, em alguns casos, em indivíduos saudáveis (INGEGNOLI; 

CASTELLI; GUALTIEROTTI, 2013). 

Diversas hipóteses foram formuladas para explicar a possível associação do FR à AR, 

incluindo sua capacidade de aumentar a eliminação de imunocomplexos por macrófagos, o 

aumento na citotoxicidade à anticorpos antivirais, e o aumento na eliminação de parasitas. 

Também foi sugerido que o FR potencializa a apresentação de antígenos aos linfócitos T (LT) 

por meio de células da captura de imunocomplexos com antígenos estranhos por células 

dendríticas ou por meio de linfócitos B (LB) produtores de FR, que parecem ser apresentadoras 

de antígenos mais eficientes que outros LB. A definição de FR como anti-IgG ou anti-

gamaglobulina é imprecisa, uma vez que restringe a afinidade do FR para a fração Fc de IgG, 

sendo que também pode, embora com menor frequência, ser dirigidos a IgA, IgE e IgM (Figura 

3) (INGEGNOLI; CASTELLI; GUALTIEROTTI, 2013).  
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FIGURA 3. O PAPEL IMUNOLÓGICO DO FATOR REUMATOIDE NA ARTRITE 

REUMATOIDE. ADAPTADO DE: INGEGNOLI., ET AL (2013). 

A melhor combinação sorológica para triagem de AR é a utilização em conjunto do anti-

CCP, FR IgM e FR IgA, garantindo uma maior sensibilidade (BLOCK et al, 2012; 

INFANTINO et al, 2014). Embora o FR possa ser detectado em pacientes com outras doenças 

do tecido conjuntivo, o isotipo do FR é útil no manejo de pacientes com AR, do diagnóstico à 

decisão terapêutica. A detecção do FR em pacientes com AR apresenta uma sensibilidade de 

60-90% e uma especificidade de 85% (INGEGNOLI; CASTELLI; GUALTIEROTTI, 2013). 

Uma meta-análise demostrou que o FR foi capaz de predizer a resposta clínica ao 

tratamento com rituximab e tocilizumab, mas não para o abatacept (MANEIRO et al., 213). Já 

Salgado (2014) reportou em uma meta-análise que o FR não se relacionou com a resposta a 

antagonistas do TNF-α.  

O critério diagnóstico de AR mais recente foi descrito em 2010, contendo como 

marcadores sorológicos o FR e o anti-CCP. Embora o FR apresente baixa especificidade, tem 

sido bastante utilizado para o diagnóstico da AR por um longo tempo, uma vez que não haviam 
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alternativas melhores. A descoberta do anti-CCP mudou esse quadro, pois apresenta maior 

sensibilidade e especificidade que o FR (VERHEUL et al., 2015). 

 

1.3 Anti-CCP e AR 

 

Os autoanticorpos anti-CCP são fortemente associados a AR, sugerindo um importante 

papel na patogênese da doença. A maioria dos pacientes com AR apresenta positividade para o 

anti-CCP anos antes do surgimento de qualquer manifestação clínica, embora inicialmente 

sejam produzidos em baixos títulos. À medida que o indivíduo se aproxima do surgimento de 

sintomas, a concentração desses autoanticorpos tende a se elevar. Os títulos desses 

autoanticorpos podem chegar a 30 μg/ml no soro de pacientes com alta atividade da doença, 

sendo que essa concentração seria equivalente a aproximadamente uma molécula de anti-CCP 

IgG para cada 1.000 moléculas de IgG presentes (WILLEMZE et al., 2012). 

Os autoanticorpos anti-CCP reconhecem peptídeos que sofreram processo de 

citrulinização, gerando neoantígenos que podem ativar os linfócitos T (LT), que por sua vez 

estimulam os linfócitos B (LB) a produzirem esses autoanticorpos. A citrulinização é uma 

modificação pós-translacional de proteínas, na qual resíduos de arginina são convertidos a 

citrulina pela ação da enzima peptidilarginina desiminase (SAKKAS et al., 2017). 

O gene HLA-DRB1SE tem sido associado como fator de risco independente para o 

desenvolvimento de AR, mas existem evidências de que também esteja envolvido na produção 

de anti-CCP (SAKKAS et al, 2017).  Pacientes com AR que apresentam positividade para o 

anti-CCP tendem a apresentar diferenças na fase sintomática que precede o desenvolvimento 

da AR, com progressão mais rápida e maiores alterações na atividade da doença. Somando-se 

a isso, diversos estudos indicaram uma capacidade prognóstica do anti-CCP, sendo possível 

predizer a progressão radiológica por esse biomarcador (ZENDMAN; van VENROOIJ; 

PRUJIN, 2006). A presença concomitante de anti-CCP e FR se relaciona a maior 

comprometimento articular e maior quantidade de erosões articulares (ORR et al., 2017; 

OLIVIER et al., 2017). O anti-CCP apresenta uma associação sinérgica com o FR mediando o 

processo inflamatório e a atividade da doença (SOKOLOVE et al., 2014), sendo que pacientes 

com AR que apresentam o anti-CCP necessitam de uma combinação de drogas modificadoras 

do curso da doença (DMARD) com corticosteroides para prevenir a progressão radiológica, 

enquanto pacientes com anti-CCP ausente apresentam progressão radiológica mínima, 

independentemente do tratamento utilizado (SEEGOBIN et al., 2014). 
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Os autoanticorpos anti-CCP também podem ser usados para distinguir pacientes com 

AR de pacientes com lúpus eritematoso sistêmico (LES) que apresentem poliartrite erosiva, 

sendo frequentemente acompanhada de positividade para o FR. Pacientes soropositivos para o 

vírus da hepatite C (VHC) também podem apresentar positividade para o FR, especialmente 

quando apresentam envolvimento articular, mas nesses casos não se observa a presença do anti-

CCP. Outras doenças similares a AR podem apresentar positividade para o anti-CCP, como a 

síndrome de Sjögren e a artrite psoriática, mas a prevalência é baixa, estando em torno de 8% 

dos casos (ZENDMAN; van VENROOIJ; PRUJIN, 2006). 

A descoberta dos autoanticorpos anti-CCP representou um avanço no diagnóstico, tendo 

em vista que aproximadamente dois terços dos pacientes com AR produzem esses anticorpos 

(PRUIJIN, WIIK, VENROOIJ, 2010). 

 

1.4 Envolvimento de Fator de Necrose Tumoral na fisiopatologia da AR 

 

Aproximadamente há três décadas, foram identificados produtos oriundos de linfócitos 

e macrófagos que causavam a lise celular. Esses produtos foram chamados de linfotoxinas 

(LTA) e fator de necrose tumoral (TNF), respectivamente. Desde então, se tornou evidente que 

a LTA e o TNF pertencem a uma grande família de proteínas estruturalmente relacionadas 

(GOETZ et al., 2004). 

O TNF-α é produzido por células fagocíticas, células natural killers (NK), linfócitos B, 

linfócitos T ativados, fibroblastos sinoviais, mastócitos, células endoteliais e osteoblastos 

(GREMESE; FERRACCIOLI; 2011). A produção de TNF-α está associada à resposta Th1, 

indução da ativação de uma grande variedade de células e expressão de moléculas de adesão, 

quimiocinas e citocinas apontando para um papel inflamatório do TNF-α. Uma das principais 

propriedades do TNF-α é a ação pró-apoptótica, que afeta o crescimento, diferenciação e 

fisiologia de uma variedade de tipos celulares. Esta citocina possui efeito pleiotrópico, 

importante na resposta imune, com envolvimento no metabolismo lipídico, catabolismo 

proteico e influencia a atividade de diversas doenças, como câncer, AIDS e resistência à 

insulina relacionada à obesidade (GOETZ et al., 2004). Dessa forma, também são induzidas a 

produção excessiva de outras citocinas, como a interleucina 6, que por sua vez também colabora 

para o processo inflamatório persistente e destruição articular (SCOTT; WOLFE; HUIZINGA, 

2010).  

O Fator de Necrose Tumoral beta (TNF-β), também denominado de Linfotoxina alfa 

(LTA), é uma proteína produzida por células Th1 que induz as células endoteliais a alterar suas 



22 

 

moléculas de adesão para permitir a ligação das células fagocíticas para a transmigração 

endotelial. Ambas as citocinas, TNF e LTA, desempenham papel importante na fisiopatologia 

de diversas doenças autoimunes (PARHAM, 2005). Ambas as citocinas são reconhecidas pelos 

mesmos receptores celulares de TNF, como o TNFR1 e o TNFR2, e como consequência muitos 

dos seus efeitos são similares (CROFT; SIEGEL, 2017). 

A distinção mais importante entre o TNF-α e o TNF-β parece ser que o TNF-β é 

sintetizado exclusivamente pelos LT, enquanto que o TNF-α, embora produzido por LT, é 

predominantemente derivado de fagócitos mononucleares. As quantidades de TNF-β 

sintetizada pelos LT se apresentam em menores quantidades em relação as quantidades de TNF-

α produzidas pelos fagócitos mononucleares, por isso TNF-β não é prontamente detectado na 

circulação. O TNF-β também é um ativador das células endoteliais vasculares, causando 

aumento da adesão leucocitária, produção de citocinas e alterações morfológicas que facilitam 

o extravasamento leucocitário (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003). 

A produção excessiva de TNF-α tem sido relacionada ao desenvolvimento de doenças 

inflamatórias, como AR, psoríase e espondilite anquilosante. Entre as propriedades 

inflamatórias do TNF-α estão a ativação endotelial, coordenação do recrutamento de células do 

sistema imune para os tecidos inflamados e promoção da destruição tecidual. (GREMESE; 

FERRACCIOLI, 2011; MERONI; VALESINI, 2014; KALLIOLIAS; IVASHKIV, 2015). 

Um fator chave no processo inflamatória da AR é a produção excessiva de TNF-α, que 

é responsável por induzir a inflamação sinovial. A produção excessiva de TNF-α tem várias 

causas, incluindo interações entre LT e LB, fibroblastos sinoviais e macrófagos (SCOTT; 

WOLFE; HUIZINGA, 2010). Sua principal função na patogênese da AR é aumentar a ativação 

dos monócitos e liberação de citocinas e prostaglandinas (MERONI; VALESINI, 2014). 

Diversos estudos demonstraram que essa citocina apresenta um importante papel na destruição 

articular local e na perda de massa óssea sistêmica, uma vez que pode induzir a reabsorção 

óssea mediada por osteoclastos (MANARA; SINIGAGLIA, 2015). 

Em alguns estudos em pacientes com AR, o tratamento prolongado com anti-TNF foi 

capaz de promover a sensibilidade à insulina, sugerindo que o TNF-α está envolvido na 

resistência à insulina observada nesses indivíduos. O TNF-α apresenta papel central na 

disfunção endotelial, e há evidências de que o bloqueio da atividade do TNF-α em indivíduos 

com AR reduza essa disfunção (GREMESE; FERRACCIOLI, 2011). Dentre os agentes 

biológicos utilizados para o tratamento da AR estabelecida, os medicamentos inibidores do 

TNF são normalmente utilizados de forma contínua, a não ser que seja observado que tenham 
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se tornado ineficazes ou o paciente desenvolva algum efeito adverso importante (SCOTT; 

WOLFE; HUIZINGA, 2010). 

 

1.5 Polimorfismo do fator de necrose tumoral-β (TNF—β) 

 

            Uma variedade de mutações pode ocorrer no DNA, algumas das quais levam a uma 

mudança na função ou produção do produto gênico. A mudança mais simples e mais frequente 

que pode ocorrer é a substituição de um nucleotídeo por outro, conhecida como polimorfismo 

de único nucleotídeo ou single-nucleotide polymorphism (SNP) (WATERER et al., 2001).  O 

polimorfismo genético é definido como a presença de um alelo variante que existe de forma 

estável na população em uma frequência (geralmente maior que 1%). É interessante notar que 

a presença dos SNPs dentro de regiões codificadoras que alteram aminoácidos ocorre com uma 

frequência muito baixa, SNPs dentro de regiões codificadoras que não alteram a sequência de 

aminoácidos ocorrem um pouco mais frequentemente. Já os SNPs dentro de regiões promotoras 

ocorrem bem mais frequentemente e finalmente aqueles SNPs dentro de regiões não 

codificadoras são os mais frequentemente observados (HOLMES; RUSSELL; WALLWEY, 

2003). 

O TNF-β é homólogo ao TNF-α com apenas 1.240 bases separando o sítio de 

transcrição do TNF-β do início do sítio de transcrição do TNF-α (POSH et al., 2003). O gene 

TNF-α possui quatro exóns e três introns. O gene TNF-β é similar, pelo fato que as sequências 

codificadoras são arranjadas entre três exóns primários (GOETZ et al., 2004). Segundo a 

literatura (MESSER et al., 1991; STUBER et al., 1996; MAJETSCHAK et al., 1999), o 

polimorfismo TNF-β estaria localizado em uma região intrônica não codificadora do gene da 

citocina TNF-β e estaria associado ao aumento nos níveis séricos do TNF-α em pacientes com 

sepse grave, indicando que poderia ser um marcador genético da resposta de TNF-α e pior 

prognóstico nesses pacientes. 

Estudos demonstraram que o polimorfismo genético do TNF-β é especialmente 

interessante uma vez que variações nessa região são responsáveis pela regulação transcricional 

e podem ter implicações para a expressão do gene TNF-α e variação na síntese do TNF-α 

(MESSER et al., 1991; HUIZINGA et al., 1997; MAJETSCHAK et al., 2002; SHARMA et al., 

2006; KALLAUR et al.,2014). As diferenças individuais na produção do TNF-α podem ser 

devido as diferenças na velocidade de transcrição, a regulação na estabilidade do RNA 

mensageiro, efetividade translacional ou processamento final da proteína (HUIZINGA et al., 

1997). 
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 O gene do TNF-α está localizado no cromossomo 6, entre os genes HLA-B e o HLA-

DR, e polimorfismos no TNF-α e no TNF-β são descritos regulando suas produções. O 

polimorfismo TNF-β +252 G>A que ocorre na posição +252 dentro do primeiro intron do TNF-

β, em que uma guanina caracteriza o alelo B1 e uma adenina caracteriza o alelo B2, foi 

associado com maiores produções do TNF-α e TNF−β. O alelo B1 tem se apresentado menos 

frequente que o alelo B2 em diversas populações. Inicialmente, foi denominado como 

polimorfismo +252 G>A e, atualmente, é identificado como rs909253 (MESSER et al., 1991; 

LU et al., 2005; SANTOS et al., 2011; KALLAUR et al., 2014; EL-TAHAN et al., 2016; 

UMARE et al., 2017).  

O polimorfismo TNF-β +252 G>A tem sido associado a um maior risco de 

desenvolvimento de diversas doenças autoimunes, como a trombocitopenia imune primária 

(YADAV et al., 2016), lúpus eritematoso sistêmico (LES) (PARKS et al., 2004; UMARE et 

al., 2017), esclerose múltipla (KALLAUR et al., 2014), vitiligo (LADDHA et al., 2013), 

esclerodermia (PANDEY; TAKEUCHI, 1999) e síndrome de Sjögren primária (BOLSTAD et 

al., 2013). O papel desse polimorfismo na susceptibilidade da AR ainda não está bem definido 

e poucos estudos avaliam sua associação com os níveis de TNF-α (VANDERVYVER et al., 

1994; VINASCO et al., 1997; TAKEUCHI et al., 2005; KARRAY et al., 2011; SAAD et al., 

2015) ou com a produção de autoanticorpos (PANOULAS et al., 2008; AL-RAYES et al., 

2011). O genótipo TNF B2/B2 foi associado com aumento nos níveis de TNF-α e redução nos 

níveis de IL-4 e IL-10 em pacientes com esclerose múltipla, sugerindo que esse genótipo é 

acompanhado por aumento no potencial inflamatório e diminuição da resposta anti-inflamatória 

em comparação a outros genótipos (KALLAUR, 2014).  

Estudos conduzidos na Bélgica (VINASCO et al., 1997) e Espanha (VINASCO et al., 

1997) não encontraram associação entre o TNF-β +252 G>A e a susceptibilidade à AR. Zhang 

e colaboradores (2015) também demonstraram em uma meta-análise que esse polimorfismo 

não está significativamente associado a AR utilizando diversos modelos em caucasianos e não 

caucasianos. Por outro lado, o alelo B2 foi associado a uma maior susceptibilidade a AR em 

estudos conduzidos em Portugal, Japão e Egito. (VINASCO et al., 1997; TAKEUCHI et al., 

2005; SAAD et al., 2015). Essas discrepâncias podem ser explicadas pelas diferenças nos 

tamanhos amostrais e diferenças genéticas entre essas populações. 

Outros estudos demonstraram que o genótipo B1/B1 está associado a níveis elevados de 

PCR, mas não com os níveis de TNF-α ou IL-6 em pacientes com AR (SANTOS et al., 2011). 

Em um estudo realizado no Egito, pacientes com AR e o genótipo B1/B1 apresentaram maiores 

níveis de TNF-α em comparação à pacientes com o genótipo B2/B2, porém o tamanho amostral 



25 

 

foi pequeno e as frequências genotípicas não estavam em equilíbrio Hardy-Weinberg 

(SHAKER et al., 2016). Apenas dois estudos avaliaram a associação do polimorfismo TNF-β 

+252 G>A com o FR e o anti-CCP em pacientes com AR, e descreveram que o alelo B1 ou o 

genótipo B1/B1 não estavam associados com esses anticorpos (AL-RAYES et al., 2011; 

PANOULAS et al., 2008). 
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2.0  JUSTIFICATIVA 

A AR é uma doença que leva a incapacitação progressiva, complicações sistêmicas, 

morte precoce e significativo impacto socioeconômico. Vários polimorfismos genéticos 

descritos nas diferentes populações mundiais têm sido associados com doenças autoimunes. 

Poucos estudos avaliaram a frequência de polimorfismos genéticos como o do TNF-β +252 

G>A e sua associação com a AR, a produção de TNF-α, a evolução da doença, a incapacidade, 

e resposta a tratamentos imunomoduladores e imunossupressão. Além disso os estudos 

existentes apresentam resultados contraditórios.  

Compreender a fisiopatologia da AR pode levar a identificar biomarcadores que possam 

predizer a atividade e progressão da doença. A identificação de novos biomarcadores poderia 

ser utilizada para melhorar o monitoramento dos pacientes com AR e a conduta médica, 

possibilitando o aperfeiçoamento dos protocolos de atendimento de acordo com o perfil 

genético do paciente. 
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3.0 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a associação entre o polimorfismo do TNF-β +252 G>A (rs909253) com a 

susceptibilidade à AR, os níveis séricos de TNF-α e a presença de autoanticorpos. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Determinar a frequência do polimorfismo genético do TNF-β +252 G>A em pacientes 

com AR e em indivíduos controle; 

 

 Verificar se o polimorfismo genético do TNF-β +252 G>A está associado à presença de 

AR e a alteração dos níveis de TNF-α e de seus receptores (sTNFRI e sTNFRII);  

 

 Verificar se há associação entre a positividade de autoanticorpos FR e/ou anti-CCP e a 

presença do polimorfismo do TNF-β +252 G>A, e se esta associação pode alterar os 

níveis de TNF-α em pacientes com AR;  

 

 Determinar quais parâmetros clínicos, antropométricos e laboratoriais podem predizer 

as alterações nos níveis de TNF-α em pacientes com AR de acordo com o genótipo e a 

presença de FR e/ou anti-CCP; 

 

 Avaliar a associação entre o polimorfismo genético do TNF-β +252 G>A com a 

atividade da doença avaliada pelo DAS28-VHS e DAS28-PCR. 
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4.0  SUJEITOS E MÉTODOS 

4.1. Aspectos Éticos 

 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos 

da Universidade Estadual de Londrina (UEL) (CAAE. 06405812.1.0000.5231), Parecer 

CEP/UEL nº 205.175, Anexo A). Os indivíduos foram convidados a participar voluntariamente 

da pesquisa e um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtido dos indivíduos 

envolvidos na pesquisa ou de seus responsáveis (Apêndice A). Este estudo foi conduzido de 

acordo com as diretrizes estabelecidas na Declaração de Helsinque. 

 

4.2. Delineamento do estudo 

 

Participaram deste estudo caso-controle 558 indivíduos de ambos os sexos, sendo 261 

pacientes com AR, selecionados do Ambulatório de Reumatologia do Hospital Universitário de 

Londrina e 297 indivíduos controles selecionados entre doadores de sangue do Hemocentro 

Regional de Londrina. Os indivíduos controles não estavam recebendo dieta específica, não 

estavam em tratamento com anti-inflamatórios ou antibióticos, e não apresentavam doenças 

cardíacas, tireoidianas, renais, hepáticas, gastrointestinais, oncológicas ou outras doenças 

autoimunes. Informações referentes a estilo de vida e histórico médico foram obtidas a partir 

de avaliação clínica de cada paciente (Apêndice B)  

O diagnóstico do AR foi realizado a partir dos critérios revisados do Colégio Americano 

de Reumatologia e da Liga Europeia Contra o Reumatismo, de 2010 (ALETAHA et al., 2010) 

e a atividade da doença foi determinada pelos escores DAS28-PCR e DAS28-VHS (PREVOO 

et al., 1995).  

Inicialmente, pacientes com AR e controles foram divididos em dois grupos de acordo 

com a presença da doença. Foi realizada comparação entre os resultados desses grupos para 

diversos parâmetros clínicos e laboratoriais, incluindo a comparação na distribuição do 

polimorfismo TNF-β +252 G>A. Posteriormente, foi realizado um novo delineamento no qual 

os pacientes com AR foram alocados em dois grupos de acordo com o polimorfismo TNF-β 

+252 G>A e comparados os diversos parâmetros clínicos e laboratoriais.   
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4.3. Medidas Antropométricas  

 

O peso corporal foi avaliado com aproximação de 0,1 kg utilizando uma balança 

eletrônica e com os indivíduos vestindo roupas leves, sem sapatos e no período da manhã, a 

altura foi medida com precisão de 0,1 cm, utilizando-se um estadiômetro. O índice de massa 

corpórea (IMC) foi calculado como peso (kg) dividido pela altura (m) ao quadrado.  

 

4.4. Exames Laboratoriais 

 

4.4.1. Coleta de sangue 

 

Amostras de sangue periférico dos indivíduos envolvidos na pesquisa foram obtidas de 

acordo com protocolo de Teunissen e colaboradores (2011). As amostras foram coletadas com 

o sistema de coleta a vácuo em tubos com ácido etilenodiamino tetracético (EDTA) como 

anticoagulante e em tubos sem anticoagulante após 12 horas de jejum. Após a coleta, as 

amostras foram identificadas com números sequenciais para garantir a confidencialidade e o 

material foi imediatamente centrifugado a 3000 rpm por 15 min. Plasma, soro e buffy-coat 

foram aliquotados em tubos tipo eppendorf e armazenados em freezer -80°C para posterior 

análise. 

 

4.4.2. Marcadores Imunológicos e Inflamatórios 

 

Os níveis de anticorpos anti-CCP e ferritina foram determinados por 

quimioluminescência em micropartículas (Architech™, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, 

USA). Os níveis de FR e PCR ultrassensível foram determinados por imunoturbidimetria 

(c8000, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA). A velocidade de hemossedimentação foi 

determinada por método automatizado (Alipax). 

 

4.4.3 TNF-α e os receptores sTNFR1 e sTNFR2 

 

Os níveis de TNF-α e dos receptores sTNFR1 e sTNFR2 foram determinados pelo kit 

customizado para detecção destes três componentes (Novex Life Technologies, Frederick, 

United States of America) para plataforma Luminex®. Pacientes tratados com inibidor de TNF 

foram excluídos das análises de TNF-α e seus receptores.   
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4.4.4 Polimorfismo genético NcoI do TNF-β 

 

O ácido desoxiribonucleico (DNA) genômico foi extraído com o kit de extração de DNA 

com coluna de resina (Biopur Biometrix Diagnóstica, Curitiba, Paraná, Brasil) de acordo com 

instruções do fabricante, com algumas modificações, como o volume de buffy-coat utilizado 

(200µL) e a temperatura do tampão de eluição (70°C). A presença e integridade do DNA 

extraído foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etídio 

e visualizado na presença de luz ultravioleta (UV), comparando a um DNA padrão. 

Um fragmento de 782 pares de base (pb) do gene TNF-β foi amplificado utilizando a 

reação em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) de acordo com dados 

descritos na literatura (MAJETSCHAK, et al., 1999; MAJETSCHAK et al., 2002; 

DELONGUI, et al., 2011) com algumas modificações. Os primers foram desenhados de acordo 

com GenBank número X02911 (MAJETSCHAK et al., 1999). O Primer 1 (TNFB1 sense) é 

formado pela sequência 5’ CCG TGC TTC GTG CTT TGG GAC TA 3’ e o Primer 2 (TNFB2 

antisense) é formado pela sequência 5’ AGA GGG GTG GAT GCT TGG GTT TC 3’ 

(Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).  A reação de PCR foi realizada em um 

volume final de 25µL contendo 1,5µL de cada primer 2,5 mM, 0,75µL MgCl2 50 mM de 2µL 

de dNTP 1,25 mM (Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 0,25µL da enzima 

DNA polimerase recombinante 1,25 U diluída em 2,5µL de tampão da enzima (Invitrogen™, 

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e 2,0µL da amostra de DNA com 50-100 ng. A reação 

de amplificação foi realizada em termociclador PCR Sprint-Thermo Hybaid® (Biosystems, 

Barcelona, Espanha), com um ciclo de desnaturação inicial de 5 minutos a 94ºC; seguido por 

37 ciclos de 45 segundos a 94ºC para desnaturação, 45 segundos a 67°C para o anelamento e 

45 segundos a 72°C para extensão, com posterior 10 minutos a 72°C para a extensão final. Um 

controle negativo (sem amostra de DNA) e um positivo (com DNA) foi incluído em cada bateria 

de PCR. O produto de amplificação foi avaliado pela eletroforese em gel de agarose 1%, 

utilizando um marcador de 100 pb (Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 

corado com brometo de etídio e visualizado em presença de luz UV com o sistema L-PIX HE 

(Loccus Biotecnology, Cotia, Brasil).     

Dez microlitros do produto de PCR foram completamente digeridos com 0,2µL de 

enzima de restrição recombinante NcoI 10 U/µL (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, 

USA) com incubação em banho-maria a 37°C por 4 horas. Os fragmentos da digestão 

enzimática foram analisados pelo método de polimorfismo do comprimento do fragmento de 
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restrição (RFLP) em eletroforese com gel de agarose 3% (70V, 70 minutos), seguida de 

coloração com brometo de etídio (MAJETSCHAK, et al., 1999; MAJETSCHAK et al., 2002; 

DELONGUI, et al., 2011). O alelo G (TNFB1) inclui o sítio de restrição da enzima NcoI e 

apresenta um fragmento de 196 pb e outro de 586 pb o alelo A (TNFB2) com ausência do sítio 

de restrição apresenta um único fragmento de 782 pb.  Com isto, 3 genótipos são determinados: 

GG (TNFB1/B1, fragmentos 586 pb e 196 pb), GA (TNFB1/TNFB2, com fragmentos 782 pb, 

586 pb e 196 pb) e AA (TNFB2/B2, com fragmento 782 pb). As imagens foram capturadas e 

armazenadas pelo sistema L-PIX HE (Loccus Biotecnology, Cotia, Brasil). 

 

4.5 Análise estatística 

 

Foram realizadas análises de tabelas de contingência (teste χ2) para verificar associações 

entre variáveis categóricas e o grupo diagnóstico. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado 

para verificar se dos dados apresentavam distribuição normal. Quando os dados contínuos não 

apresentaram distribuição normal ou quando apresentavam heterogeneidade de variância 

(verificada pelo teste de Levene) foram transformados em logaritmo natural (Ln). As diferenças 

entre os grupos para as variáveis contínuas foram realizadas utilizando análise de variância 

(ANOVAs). As variáveis categóricas foram expressas em número absoluto (n) e porcentagem 

(%) e as variáveis contínuas foram expressas como média ± erro padrão da média (EPD). Foi 

avaliada a associação entre os biomarcadores inflamatórios e a AR por regressão logística 

binária controlando para covariáveis que poderiam confundir a associação de interesse. 

Regressão logística binária (automatic stepwise) foi empregada para delinear as variáveis mais 

significativamente associadas com a positividade para o FR e para o anti-CCP. Para delinear os 

preditores dos níveis de TNF-α, realizamos três diferentes regressões lineares (stepwise) de 

acordo com o polimorfismo para o TNF-β +252 G>A e a presença de autoanticorpos. Todas as 

análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa IBM SPSS Windows versão 24. Os 

testes foram bicaudais e um valor de alfa de 0,05 foi considerado estatisticamente significante. 
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5.0 RESULTADOS 

Os resultados obtidos neste trabalho foram apresentados e discutidos em um artigo científico 

intitulado:  

 

¨TNF-β +252 G>A (rs909253) POLYMORPHISM IS INDEPENDENTLY ASSOCIATED 

WITH PRESENCE OF AUTOANTIBODIES IN RHEUMATOID ARTHRITIS 

PATIENTS ¨. 

 

Este artigo foi submetido ao periódico Cytokine (fator de impacto de 3.488) 
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ABSTRACT:  

 

The TNF-β +252 G>A (rs909253) polymorphism has been associated with a risk of 

development of rheumatoid arthritis (RA) and could influence plasma TNF-α levels. The aim 

of the present study was to evaluate the association between the TNF-β +252 G>A 

polymorphism with plasma TNF-α levels, the presence of autoantibodies, and the susceptibility 

for rheumatoid arthritis (RA). This cross-sectional study included 261 patients with RA and 

292 controls. The polymorphism was studied using Polymerase Chain Reaction-Restriction 

Fragment Length (RFLP). Soluble TNF-α and receptors were measured by multiplex assay. 

Rheumatoid factor (FR) and anticyclic citrullinated peptide antibodies (anti-CCP) were 

measured using immunoassay. No differences were observed in allele frequency and genotype 

distribution among patients and controls. The presence of RF (p=0.020) and anti-CCP 

(p=0.001) increased 4.23-fold and 8.13-fold, respectively, in patients with B1 allele 

(B1/B2+B1/B1 genotypes) independently of demographic, clinical and inflammatory markers. 

Among patients with B1/B2+B1/B1 genotypes, higher TNF-α levels were associated with 

positive RF (p=0.040), anti-CCP (p=0.011), or both (p=0.038). In patients carrying B1 allele, 

the increased sTNFR1 together RF or anti-CCP or both explained about 39.0% the variations 

in TNF-α levels. However, in B2/B2 genotype, the presence of these autoantibodies was not 

associated with TNF-α levels. Our findings indicate that the TNF-β +252 G>A polymorphism 

was not associated with RA susceptibility and TNF-α plasma levels. However, B1 allele was 

associated with the presence of autoantibodies. In addition, interaction between the presence of 

B1 allele and autoantibodies was associated with the increase of plasma TNF-α levels in RA 

patients. 
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INTRODUCTION 

 

Rheumatoid arthritis (RA) is one of the most common inflammatory autoimmune 

diseases. It is characterized by persistent synovitis, systemic inflammation and production of 

autoantibodies 1. Although the precise etiology of (RA) has not been established yet, it is 

believed that the tendency to develop RA may be genetically inherited. Also, environmental 

factors, such as smoking and infections, may cause the malfunction of the immune system in 

genetically predisposed individuals 2,3. Genes within the major HLA region remain the most 

powerful disease risk genes in RA 4 and genetic variance within HLA contributes to almost 

50% of the genetic susceptibility for RA 5.  

Both rheumatoid factor (RF) and anticyclic citrullinated peptide antibodies (anti-CCP) 

are diagnostic biomarkers in RA, and concomitant evaluation of RF and anti-CCP represents 

the most powerful prognostic biomarker for RA 6,7. These autoantibodies have been shown to 

be associated with progression and joint destruction 8–10 and also associated with increased 

tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) in  in vitro 11,12 and in vivo studies 13,14. TNF-α, which is 

the main mediator of inflammation in RA, is a potent proinflammatory cytokine upregulated in 

the joints and associated with the disease activity 13,15–17.   

Tumor necrosis factor-β (TNF-β) also known as lymphotoxin A (LTA), is a close 

homologue of TNF-α 18. Both cytokines are recognized by the same widely distributed cellular 

TNF receptors, such as TNFR1 and TNFR2, and consequently they have many similar effects 

16. The TNF-α gene is located on chromosome 6, between HLA-B and HLA-DR genes, and 

polymorphisms in the TNF-α and TNF-β have been described to regulating its production 19–21. 

A polymorphism at position +252 within the first intron of the TNF-β (rs909253) consisting of 

a guanine base characterizes the B1 allele, whereas an adenine base characterizes the B2 allele. 

The B1 allele is less frequent than the B2 allele, and is associated with higher TNF-α and 

TNF−β production 20–22. 

The TNF-β +252 G>A polymorphism has been associated with a risk of development 

of several autoimmune diseases, such as systemic lupus erythematosus (SLE) 20,23, multiple 

sclerosis 24, vitiligo 25, scleroderma 26, and primary Sjögren’s syndrome 27. The role of this 

polymorphism on the RA susceptibility is unclear 28–34, and TNF-α levels and its association 

with autoantibodies has been scarcely studied 28,29. Therefore, the aim of the present study was 

to evaluate the association between the TNF-β +252 G>A polymorphism with serum TNF-α 

levels, the presence of autoantibodies, and the susceptibility for RA. 
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SUBJECTS AND METHODS 
 

Subjects  

This cross-sectional study included 261 patients with RA, and 297 healthy individuals 

from the same geographic area as a control group. The patients were recruited at the 

Rheumatology Ambulatory of the University Hospital of Londrina, Paraná, Brazil. The patients 

were classified according to the rheumatoid arthritis classification criteria 35 Disease activity 

status was determined using Disease Activity Score in 28 joints based on C-reactive protein 

(DAS28 CRP) and erythrocyte sedimentation rate (ESR) (DAS28 ESR) 36. Information about 

lifestyle and medical history were obtained at clinical evaluation. None of the subjects was 

receiving a specific diet. None of the participants in the study presented heart, renal, thyroid, 

hepatic, gastrointestinal, oncological or other autoimmune diseases, and none had a clinically 

evident infection or was receiving estrogen replacement therapy. Patients treated with TNF-

inhibitors were excluded from analyzes of TNF-α and receptors.  

 

Anthropometric measurements 

Body mass index (BMI) was calculated as weight (kg) divided by height (cm) squared. 

The ethnicity was self-reported as Caucasian and non-Caucasian (Asiatic, Black, and Afro-

Brazilian) 37. This study was conducted according to the guidelines laid down in the Declaration 

of Helsinki. The Ethical Committee of the University of Londrina, Paraná, Brazil approved all 

procedures involving human subjects. Written informed consent was obtained from all patients 

(CAAS: 06405812.1.0000.5231). 

 

Biochemical and immunological biomarkers 

Peripheral blood samples were collected with EDTA as anti-coagulant, and without 

anticoagulant, to obtain the buffy coat and plasma, and serum, respectively. Samples were 

stored at −80 °C freezer until used. White blood cell counts and erythrocyte sedimentation rate 

(ESR) were determined using hematological autoanalyzer’s. Serum levels of and CRP were 

determined using high-sensitivity (hsCRP) and ferritin with chemiluminescence microparticle 

assay (Architect, Abbott Laboratory, Abbott Park, IL, USA). Rheumatoid factor titers were 

measured using a turbidimetric assay (C8000, ABBOTT, Architect Abbott Laboratories, Abbott 

Park, IL, USA) and the results were expressed as U/mL. Anti-CCP were assayed using the 

chemiluminescence microparticle immunoassay (Architect, Abbott Laboratory, Abbott Park, 

IL, USA), and the results were expressed as U/mL.  
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Plasma level of TNF-α and soluble TNF receptor 1 (sTNFR-1) and receptor 2 (sTNFR-

2) determination 

Soluble TNF-α, TNFR-1 and TNFR-2 were determined by Human Magnetic 3-plex 

Custom kit, a TNF Superfamily Panel, that detects these three molecules at the same time 

(Novex Life Technologies, Frederick, United States of America) for Luminex® platform. 

 

TNF-β +252 G>A genetic polymorphism  

The genomic DNA was extracted from the buffy coat using a commercial DNA 

extraction kit (Biometrix Diagnóstica, Curitiba, Brazil) according to the manufacturer’s 

instructions. A 782 base-pair (bp) fragment of the TNF-β was amplified using polymerase chain 

reaction (PCR) as previously reported 38, and the primers used were determined according to 

the GenBank number X02911 as follow: primer sense, 5′ CCG TGC TTC GTG CTT TGG GAC 

TA 3′ and primer antisense, 5′ AGA GGG GTG GAT GCT TGG GTT TC 3′ (Invitrogen™, 

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). PCR conditions were performed in a thermocycler 

(PCR Sprint- Thermo Hybaid™, Biosystems, Barcelona, Spain) that comprised 5 min 

denaturation at 94 °C for initial denaturation; 37 cycles of 45 s at 94°C for denaturation, 45 s at 

67 °C for the annealing and 45 s at 72°C for the elongation; and 10 min at 72 °C for final 

elongation. PCR products were completely digested with NcoI enzyme (Invitrogen, Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA) for 4 h at 37°C. The NcoI genotypes were identified by 

restriction fragment length polymorphism analysis in a 3 % agarose gel electrophoresis (70 V, 

70 min) and stained with ethidium bromide. The B1 allele includes a restriction site for NcoI 

and results in 196- and 586-bp fragments after digestion, and the B2 allele (lacking the 

restriction site for NcoI) results in a fragment with 782 bp. The heterozygous genotype B1/B2 

results three fragments (782, 586, and 196 bp).  

 

Statistics 

 

Analyzes of contingency tables (χ2 test) were employed to check the associations 

between categorical variables and diagnostic groups. The Kolmogorov-Smirnov test was used 

to assess normality of distribution. Logarithmic (Ln) transformation of continuous data was 

used in the analysis when the variables were not normally distributed or when there was 

heterogeneity of variance (as assessed with the Levene test. We assessed the differences in 

continuous variables between groups using analyzes of variance (ANOVAs). Categorical 

variables were expressed as absolute number (n) and percentage (%) and continuous variables 
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were expressed as mean ± error standard of main (SEM). The association between inflammatory 

markers and RA was evaluated using binary logistic regression analysis controlled for 

covariates that may confound the association of interest. Automatic stepwise binary logistic 

regressions analyze were employed to delineate the most significant variables that are 

associated with positive RF and anti-CCP. To delineate the predictors of TNF-α levels, we 

carried out 3 different automatic stepwise linear regression (1# positive RF, 2# positive anti-

CCP and 3# positive RF/anti-CCP) according TNF-β +252 G>A polymorphism. All statistical 

analyses were performed using IBM SPSS windows version 24. Tests were 2-tailed and an 

alpha level of 0.05 indicated statistically significant results. 

 

 

RESULTS 

 

Table 1 shows the characteristics of patients with RA versus controls. Patents with RA 

were older (p=0.008), had higher BMI (p<0.001) and higher frequency of smoking (p=0.002) 

than controls. Therefore, we have adjusted the results for possible effects of age, BMI, and 

smoking by entering the variables as additional factors or covariates in multivariate analyses. 

There were no significant differences in sex (p=0.101) and ethnicity (p=0.112) between both 

study groups. The outcome of ANOVAs performed on the different inflammatory markers 

showed that RA patients presented higher ESR (p<0.001), hsCRP (p<0.001), ferritin (p=0.019), 

and TNF-α levels (p=0.010) than controls. After correction, ESR, hsCRP, and TNF-α remained 

significantly increased in RA patients (p<0.001). 

The genotype distribution of TNF-β +252 G>A polymorphism in controls and patients 

were consistent with those expected from the Hardy–Weinberg equilibrium (p>0.05).  In RA 

patients, we identified 42.1% B2/B2 homozygotes, 47.9% B1/B2 heterozygotes, and 10.0% 

B1/B1 homozygotes, resulting in allele frequencies of 66.0% and 34.0% for B2 and B1 alleles, 

respectively. No differences were observed in allele frequency and genotype distribution when 

evaluated in an additive or in a dominant model, among patients and controls before and after 

correction by age, BMI and smoking (p>0.05). The dominant model allows to examine the 

association between B1 allele and biomarkers; therefore, this model was used for sequential 

analysis (B2/B2 vs B1/B2+B1/B1) (Table 1). 

Table 2 shows the characteristics of RA patients according the TNF-β +252 G>A 

polymorphism. Both groups did not differ in relation to sex (p=0.433), ethnicity (p=0.123), age 

(p=0.254), BMI (p=0.891), smoking (p=0.450), disease duration (p=0.785), and therapy 

(p>0.05). In univariate analyses, genotypes evaluated by dominant model were not associated 
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with disease activity evaluated by DAS28 ESR (p=0.759) or DAS28 CRP (p=0.922) and 

inflammatory markers such as leukocytes (p=0.358), ESR (p=0.619), hsCRP (p=0.754), ferritin 

(p=0.295), TNF-α (p=0.222), sTNFR1 (p=0.632), and sTNFR2 (p=0.783) in patients with RA 

(p>0.05). However, patients carrying B1 allele presented higher RF levels (p=0.020) and higher 

frequency of anti-CCP positivity (p=0.042).  

 In order to examine the positivity of RF and anti-CCP we have carried out 2 automatic 

binary logistic regressions analyzes (forward stepwise) with the presence of autoantibodies as 

dependent variables and TNF-β polymorphism, demographic (e.g. age, sex), clinical parameters 

(smoking, BMI, therapy, DAS28), and inflammatory markers (leukocytes, ESR, hsCRP, 

ferritin, TNF-α, sTNFR1, TNFR2) as explanatory variables (Table 3). In the first regression we 

analyzed the presence of RF, and showed that smoking (p=0.025, OR: 4.26), positive anti-CCP 

(p<0.001, OR: 14.30), and TNF-β allele B1 (p=0.020, OR: 4.23) were associated with RF 

(p<0.001, Nagelkerke=0.385; 75.0% of all cases were correctly classified with a sensitivity of 

64.4% and a specificity of 84.3%); when TNF-β allele B1 was excluded from the model, 71.9% 

of all cases were correctly classified with a sensitivity of 71.1% and a specificity of 72.5%. In 

the second regression, we analyzed the presence of anti-CCP, and showed that positive RF 

(p<0.001, OR: 12.97) and TNF-β allele B1 (p=0.001, OR: 8.13) was associated with that 

autoantibody (p<0.001, Nagelkerke=0.397; 71.9% of all cases were correctly classified with a 

sensitivity of 47.8 % and a specificity of 94.0%); when TNF-β allele B1 was excluded from the 

model, 71.9% of all cases were correctly classified with a sensitivity of 69.6% and a specificity 

of 74.0%.  

TNF-α levels were analyzed in patients according to the presence of autoantibodies and 

TNF-β +252 G>A polymorphism (Figure 1). Patients with a positive RF test and B1/B2+B1/B1 

genotypes showed higher TNF-α levels (p=0.040) than patients with the absence of RF. There 

were no differences in both groups when B2/B2 genotype was evaluated (p=0.409). STNFR1 

and sTNFR2 levels were not associated with (p=0.011) (B), and positive RF/anti-CCP 

(p=0.038) (C). P value was adjusted for sex, age, BMI, and smoking. 

            Furthermore, to delineate the effect of the autoantibodies and the most important 

variables that affect TNF-α levels according to genotype, we have carried out three automatic 

stepwise linear regression analyses with TNF-α as dependent variables and the demographic 

(e.g. age, sex), clinical (BMI, extraarticular manifestation, DAS28), and inflammatory markers 

data as explanatory variables (Table 4). We added positive RF (#1), anti-CCP (#2) and RF/anti-

CCP (#3) in explanatory variables in three different models. Among B1/B2+B1/B1 patients, 

increased sTNFR1 together with positive RF, positive anti-CCP or both explained about 39.0% 
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of the variations in TNF-α levels (37.0%, p=0.033; 39.7%, p=0.009; and 42.8%, p=0.002, 

respectively). Demographic and clinical data did not contribute to TNF-α level in these models. 

Although in patients with B2/B2 genotype the presence of autoantibodies did not contribute to 

TNF-α level, DAS28 was associated with this cytokine (data not shown). 

 

 

DISCUSSION 

   

The main findings of the present study were that the B1 allele, in heterozygosity or in 

homozygosity of TNF-β +252 G>A polymorphism was not associated with RA susceptibility 

and TNF-α levels. However, patients with B1 allele showed a 4.23 and 8.13-fold increase in 

the presence of RF and anti-CCP, respectively, independently of demographic, clinical and 

inflammatory markers. Moreover, only patients carrying B1 allele with positive RF and/or 

positive anti-CCP showed higher TNF-α levels. 

To our knowledge, this is the first study to investigate the association between the TNF-

β +252 G>A polymorphism with AR susceptibility in Brazilian population. The results of the 

association between RA susceptibility and TNF-β +252 G>A have been conflicting in different 

populations. The absence of association of this single nucleotide polymorphism (SNP) with RA 

susceptibility obtained in the present study is in agreement with studies carried out in Belgian 

33 and Spanish population 32. In addition, a meta-analysis performed by Zhang and colleagues 

(2015) showed that TNF-β +252 G>A polymorphism was not significantly associated with RA 

in allele, dominant, recessive and additive models. Similarly, stratification by ethnicity verified 

no association between this polymorphism and RA under all models in Caucasians and non-

Caucasians 39. However, other studies showed positive association between B1 allele and RA 

susceptibility 29,30. On the other hand, the B2 allele was associated with RA susceptibility in 

Portuguese 22, Egyptian 31 and Japanese population 34. This discrepancy could be explained by 

different sample sizes and genetic differences among populations. 

Both auto-antibodies, RF and anti-CCP, are regarded as serological markers of RA and 

the specificity for RA can be further increased by combining the presence of these two 

antibodies 6,7. Furthermore, FR and anti-CCP can be found very early, and even may precede 

clinical symptoms of RA by years. In addition, FR and anti-CCP are biomarkers of worse 

prognostic and are important to define treatment40. In the present study, we demonstrated that 

B1 allele (B1/B2+B1/B1 genotypes) contributes to the presence of autoantibodies in AR 

patients, independently of demographic, clinical and inflammatory markers. Previously, only 

two studies evaluated the association between TNF-β +252 G>A polymorphism with RF and 
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anti-CCP positivity in RA patients, and reported that B1 allele or B1/B1 genotype were not 

associated with these autoantibodies 28,29. No study has reported association between TNF-β 

+252 G>A  polymorphism and autoantibodies in autoimmune diseases 20,23. In addition, our 

data demonstrated that in models performed to predict RF and anti-CCP positivity, the presence 

of B1 allele improved the specificity in 11.8% and 20.0%, respectively. Interestingly, B1 allele 

and smoking present similar OR with the presence of RF (4.23 and 4.26, respectively). 

Cigarettes are known as an important environmental factor associated with an enhanced 

frequency and incidence of RA 41.  

Autoantibodies have been suggested to increase disease activity due to the immune 

complex formation and subsequent increases in production of pro-inflammatory cytokines 11,12. 

Several studies have shown that positive RF is associated with more aggressive forms of the 

disease, presumably because RF has direct effects on osteoclast genesis and chondrocyte 

activation 8,42, whereas the presence of anti-CCP is an independent predictor of radiological 

damage and progression 9,10.  

TNF-α changes according to the TNF-β +252 G>A polymorphism were not found in the 

present study. However, only patients carrying B1 allele (B1/B2+B1/B1 genotypes) and with 

RF and/or anti-CCP presented higher TNF-α levels than patients with negative autoantibodies. 

Meanwhile, in patients with the B2 allele the positivity of these autoantibodies did not alter 

TNF-α level. In a small Egyptian cohort, RA patients with B1/B1 genotype presented higher 

TNF-α levels compared to B2/B2 genotype, but this result may be analyzed with caution, 

because the genotypic frequencies were not in Hardy-Weinberg equilibrium, and the B1/B1 

genotype was obtained in only six patients 43. In addition, a previous study showed that B1/B1 

genotype was associated with higher CRP levels, but not with TNF-α, sTNFR1, or interleukin 

(IL)-6 levels in RA patients 22.  

This is the first study to show that the interaction between TNF-β +252 G>A 

polymorphism and RF and/or anti-CCP may be modulated by TNF-α levels, independently of 

disease activity. Furthermore, we verified through automatic linear regression the most 

important variables which affect this cytokine, and only in patients carrying B1 allele, the 

autoantibodies contributed to TNF-α level.  Among B1/B2+B1/B1 patients, increased sTNFR1 

together with positive RF and/or anti-CCP explained about 39.0% the variations in TNF-α 

levels (37.0%, 39.7% and 42.8% in relation to RF, anti-CCP and RF/anti-CCP models, 

respectively). This might suggest the possible association of the given polymorphism with these 

antibodies. Altogether, the results of the current study allow suggesting that the presence of B1 
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allele with the concomitant production of RF and anti-CCP may propitiate a microenvironment 

which favors TNF-α. 

Patients with high levels of anti-CCP have high levels of proinflammatory molecules, 

such as TNF-α and IL-6 44. In addition, the concomitant presence of RF and anti-CCP was 

associated with more severe erosive bone damage 45, increased disease activity and higher TNF-

α, IL-6, IL-1β, IL-12 and IL-17 levels 13. Recently, Takeuchi and colleagues (2017) showed 

that TNF-α level was the only baseline characteristic that positively correlated with both RF 

and anti-CCP 14. 

In conclusion, our findings indicate that the TNF-β +252 G>A polymorphism was not 

associated with RA susceptibility and TNF-α plasma levels in Brazilian patients. However, 

allele B1 was associated with the presence of autoantibodies and associated with progression 

of disease. In addition, this is the first study to show that the interaction among the presence of 

B1 allele and autoantibodies were associated with plasma TNF-α increased levels in RA 

patients. 
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Table 1 Socio-demographic variables and genotype frequencies of TNF-β +252 G>A 

polymorphism in patients with rheumatoid arthritis (RA) and controls. 

 

 
 

 

Data were expressed as absolute number (n) and percentage (%) or mean and standard error of the mean (SEM). 
aAdjusted for age, BMI and smoking. *Data were processed in natural logarithm (Ln) transformation. BMI: body 

mass index; ESR: erythrocyte sedimentation rate; hsCRP: high sensitive C reactive protein; TNF-α: tumor necrosis 

factor α; TNF-β: tumor necrosis factor β; B1/B1 homozygous genotype for the allele B1 (with guanine at position 

+252 in the first intron of the TNF-β gene); B2/B2 homozygous genotype for the allele B2 with adenine at position 

+252 in the first intron of the TNF-β gene; B1/B2 heterozygous genotype 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Control 

(n=297) 
RA (n=261) df F/X² p pa 

Age (years)* 51.66 (1.02) 55.07 (0.72) 1/551 7.084 0.008 - 

Sex (F/M) 229 (78.4) / 

63 (21.6) 

219 (83.9) / 

42 (16.1) 
1 2.694 0.101 

- 

Ethnicity (C/NC) 224 (76.7) / 

68 (23.3) 

178 (70.4) / 

 75 (29.6) 
1 2.598 0.112 

- 

BMI (kg/m2) 26.24 (0.28) 28.06 (0.36) 1/530 15.89 <0.001 - 

Smoking  19 (7.0) 41 (15.8) 1 10.060 0.002 - 

Leukocytes(cells/uL) 6726 (197) 7641 (552) 1/364 1.104 0.294 0.333 

ESR (mm/H) * 12.44 (0.81) 23.65 (20.21) 1/380 34.925 <0.001 <0.001 

hsCRP (mg/L) * 3.12 (0.26) 9.83 (0.96) 1/540 48.505 <0.001 <0.001 

Ferritin (ng/L) * 129.50 (8.36) 159.70 (9.75) 1/537 5.573 0.019 0.266 

TNF-α (pg/mL) * 11.34 (5.35) 58.57 (12.45) 1/154 6.850 0.010 <0.001 

TNF-β genotyping      

B1 Alelle  201 (34.4) 177 (34.0) 1/1105 0.031 0.858 0.839 

B2 Alelle  383 (65.6) 345 (66.0)     

B1/B1 31 (10.6) 26 (10.0) 2 0.064 0.968 0.861 

B1/B2 139 (47.6) 125 (47.9)     

B2/B2 122 (41.8) 110 (42.1)     

Dominant model      

B2/B2 122 (41.8) 110 (42.1) 1 0.008 0.931 0.824 

B1/B2+B1/B1 170 (58.2) 151 (57.9)     
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Table 2 Demographic, clinical, and inflammatory markers according to TNF-β +252 G>A 

polymorphism in rheumatoid arthritis (RA) patients 

 
 B2/B2 

 (n=110) 

B1/B2+B1/B1 

(n=151) 
df F/X² P 

Age (years) 56.12 (0.97) 54.45 (1.03) 1/258 1.306 0.254 

Sex (F/M) 90 (81.8) / 

 20 (18.2) 

129 (85.2) 

 22 (14.6) 
1 0.615 0.433 

Ethnicity (C/NC) 70 (64.8) / 

30 (35.2) 

107 (73.8) 

38 (26.2) 
1 0.237 0.123 

BMI (kg/m2) 28.12 (0.53) 28.02 (0.49) 1/254 0.019 0.891 

Smoking  26 (17.2) 15 (13.8) 1 0.570 0.450 

Disease duration (years)* 12.32 (0.96) 12.06 (0.81) 1/256 0.075 0.785 

DAS 28 ESR 3.72 (0.13) 3.77 (0.12) 1/253 0.094 0.759 

DAS 28 CRP* 3.38 (0.13) 3.40 (0.12) 1/253 0.010 0.922 

Anti-CCP (positive) 83 (55.0) 71 (67.6) 1 4.136 0.042 

Anti-CCP (U/mL) * 161.66 (29.20) 197.47 (55.46) 1/256 1.788 0.182 

RF (positive)  53 (49.1) 80 (53.0) 1 0.385 0.535 

RF (U/mL) * 75.67 (12.08) 149.88 (24.15) 1/257 5.466 0.020 

Leukocytes (cells/mm3) 7389 (276) 6956 (186) 1/257 0.848 0.358 

ESR (mm/H) * 22.76 (1.90) 24.29 (1.68) 1/255 0.248 0.619 

hsCRP (mg/L) * 10.94 (1.72) 9.01 (1.08) 1/258 0.098 0.754 

Ferritin (ng/mL) * 168.32 (14.57) 153.43 (13.12) 1/257 1.101 0.295 

TNF-α (pg/mL) * 52.54 (8.90) 62.19 (19.25) 1/102 1.510 0.222 

sTNFR1 (pg/mL) * 1159.86 (82.19) 1179 (1069.76) 1/103 0.034 0.632 

      Treatment 

Prednisone  77 (70.0) 102 (67.5) 1 0.177 0.647 

Metrotexate  72 (65.5) 102 (67.5) 1 0.126 0.723 

TNF-inhibitor  27 (24.5) 37 (24.5) 1 0.000 0.994 

Leflunomide  46 (41.8) 61 (40.4) 1 0.053 0.818 

Antimalarials 37 (33.6) 62 (41.1) 1 1.490 0.222 

Data were expressed as absolute number (n) and percentage (%) or mean and standard error of the mean (±SEM). 
*Data were processed in natural logarithm (Ln) transformation. 
TNF-β: tumor necrosis factor β; B1/B1 homozygous genotype for the allele B1 (with guanine at position +252 in 

the first intron of the TNF-β gene); B2/B2 homozygous genotype for the allele B2 with adenine at position +252 

in the first intron of the TNF-β gene; B1/B2 heterozygous genotype; BMI: body mass index; RF: rheumatoid 

factor; anti-CCP: anti-cyclic citrullinated peptide; ESR: erythrocyte sedimentation rate; hsCRP: high sensitive C 

reactive protein; TNF-α: tumor necrosis factor α; sTNFR1: tumor necrosis factor receptor 1; sTNFR2: tumor 

necrosis factor receptor 2. 
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Table 3 Results of binary logistic regressions analyses (forward stepwise) with rheumatoid 

factor (RF) and/or anti-cyclic citrullinated peptide (Anti-CCP) as dependent variable and 

demographic, clinical, inflammatory, and TNF-β +252 G>A polymorphism as explanatory 

variables. 

 

SEM: standard error of the mean; OR: odds ratio; CI: confidence interval; TNF-β: tumor necrosis factor β; B1/B1 

homozygous genotype for the allele B1 (with guanine at position +252 in the first intron of the TNF-β gene); 

B2/B2 homozygous genotype for the allele B2 with adenine at position +252 in the first intron of the TNF-β gene; 

B1/B2 heterozygous genotype; RF: rheumatoid factor; anti-CCP: anti-cyclic citrullinated peptide; TNF-α: tumor 

necrosis factor α. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Dependent 

variables 

Explanatory 

variables 
SEM Wald p OR (95% CI) 

RF (+) Smoking 0.648 5.003 0.025 4.263 (1.196-15.187) 

Anti-CCP (+) 0.619 18.467 <0.001 14.305 (4.251-40.136) 

TNF-β 

+252 G>A 
0.621 5.401 0.020 4.231 (1.254-14.279) 

Anti-CCP 

(+) 

RF (+) 0.597 18.426 <0.001 12.974 (4.026-41.814) 

TNF-β 

+252 G>A 
0.616 11.570 0.001 8.139 (2.432-27.245) 
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Table 4. Results of stepwise linear regression analyses with TNF-α as dependent variable and 

presence of rheumatoid factor and/or anti-cyclic citrullinated peptide (anti-CCP) and 

demographic, clinical and inflammatory data as explanatory variables according TNF-β +252 

G>A polymorphism. 

*
Those data are processed in Ln transformation. 

TNF-β: tumor necrosis factor β; B1/B1 homozygous genotype for the allele B1 (with guanine at position +252 in 

the first intron of the TNF-β gene); B2/B2 homozygous genotype for the allele B2 with adenine at position +252 

in the first intron of the TNF-β gene; B1/B2 heterozygous genotype; TNFα: tumor necrosis factor α; RF: 

rheumatoid factor; anti-CCP: anti-cyclic citrullinated peptide; sTNFR1: tumor necrosis factor receptor 1. 

#1 = Positive FR. #2 = Positive anti-CCP. #3 Positive FR and anti-CCP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Dependent 

Explanatory variables 
F df p 

R² 

(%)  Genotyping Variables T p 

#1 B2/B2 
TNF-α* 

DAS28 

CRP* 
2.632 0.040 5.729 1/35 0.007 20.4 

 B1/B2+B1/

B1 
TNF-α* sTNFR1* 5.38 <0.001 18.19 2/56 <0.001 37.2 

   RF (+) 2.186 0.033     

#2 B2/B2 
TNF-α* 

DAS28 

CRP* 
3.260 0.002 10.657 1/35 

0.002 
21.2 

 B1/B2+B1/

B1 
TNF-α* sTNFR1* 5.309 <0.001 29.642 2/55 

<0.001 39.7 

   Anti-CCP (+)  2.705 0.009     

#3 B2/B2 
TNF-α* 

DAS28 

CRP* 
3.265 0.002 10.657 1/35 

0.002 21.2 

 B1/B2+B1/

B1 
TNF-α* sTNFR1* 5.609 <0.001 22.699 2/55 

<0.001 42.8 

  
 

RF (+) 

Anti-CCP (+) 
3.272 0.002   
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Figure 1. Data expressed in mean and 95% confidence interval. TNF-α, sTNFR1 and sTNFR2 

levels according TNF-β +252 G>A polymorphism and the presence of autoantibodies. 
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7.0  CONCLUSÕES 

 Não foram encontradas diferenças significativas na distribuição genotípica e alélica entre 

pacientes com AR e controles; 

 O polimorfismo TNF-β +252 G>A (rs909253) não foi associado com a susceptibilidade 

à AR ou com os níveis plasmáticos de TNF-α;  

 De acordo com o modelo dominante, pacientes com AR e o alelo B1 apresentaram 

maiores níveis de FR quando comparados a pacientes com genótipo B2/B2. A presença 

do alelo B1 confere 4,23 vezes maior chance de positividade do FR, independentemente 

dos dados demográficos, clínicos e inflamatórios; 

 Não foi encontrado associação do polimorfismo TNF-β +252 G>A e a atividade da 

doença avaliada pelo DAS28-VHS e DAS28-PCR. 

 Pacientes com AR e alelo B1 apresentaram níveis elevados de anti-CCP quando 

comparados a pacientes com o alelo B2 em homozigose. Pacientes com alelo B1 

apresentaram 8,139 maior chance de apresentarem positividade para anti-CCP, 

independentemente dos dados demográficos, clínicos e inflamatórios.  

 Os receptores sTNFR1 e sTNFR2 não diferiram de acordo com a presença de 

autoanticorpos e polimorfismo TNF-β +252 G>A. Em pacientes que apresentavam o alelo 

B1, o aumento no sTNFR1 acompanhado de FR e/ou anti-CCP, pôde explicar cerca de 

39,0% da variação nos níveis de TNF-α; 

 Em pacientes com os genótipos B1/B2+B1/B1, maiores níveis plasmático de TNF-α 

foram associados com a presença de auto anticorpos, mas não no genótipo B2/B2. O FR, 

anti-CCP ou ambos podem modular os níveis plasmáticos do TNF-α apenas em pacientes 

que apresentam o alelo B1, independentemente da atividade da doença. 

 O presente estudo também demonstrou interação entre autoanticorpos (FR e anti-CCP) 

com o TNF-β +252 G>A, sendo essas interações importantes para a fisiopatologia da AR. 

Uma vez que a presença desses autoanticorpos tem sido associada a um pior prognóstico 

da AR, a presença do polimorfismo TNF-β +252 G>A pode contribuir para determinação 

da conduta terapeutica a ser adotada. 
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8.0 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Este é o primeiro estudo a demonstrar a interação entre a presença do alelo B1 e a presença 

de anticorpos associados a progressão da doença, anti-CCP e FR, e está associada ao aumento 

dos níveis de TNF-α em pacientes com AR. 

Os dados do presente estudo podem subsidiar novos estudos que avaliem a eficácia 

terapêutica de fármacos inibidores do TNF-α em pacientes com AR de acordo com a presença 

do polimorfismo TNF-β +252 G>A. 
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10.0 ANEXOS E APÊNDICES 

Anexo A. Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa em seres humanos da Universidade 

Estadual de Londrina. 
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Apêndice A. Termo de consentimento livre e esclarecido. 

 

 
Termo de consentimento livre e esclarecido 

Título da pesquisa: 

“Avaliação do estresse oxidativo, fatores de risco cardiovasculares e frequência de 

síndrome metabólica em pacientes com artrite reumatoide” 

 

Prezado(a) Senhor(a): 

 

Gostaríamos de convidá-lo (a) a participar da pesquisa “Avaliação do estresse oxidativo, 

fatores de risco cardiovasculares e frequência de síndrome metabólica em pacientes com 

artrite reumatoide” realizada no Hospital Universitário da Universidade Estadual de Londrina 

(HU), da Universidade Estadual de Londrina. O objetivo da pesquisa é “identificar os fatores 

de risco cardiovasculares em pacientes com artrite reumatoide (AR)”. A sua participação é 

muito importante e ela se daria da seguinte forma: avaliação clínica pelo médico reumatologista 

e coleta de sangue. Gostaríamos de esclarecer que sua participação é totalmente voluntária, 

podendo você: recusar-se a participar ou mesmo desistir a qualquer momento sem que isto 

acarrete qualquer ônus ou prejuízo à sua pessoa. Informamos, ainda que as informações serão 

utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serão tratadas com o mais absoluto sigilo e 

confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. Serão realizados testes laboratoriais 

para a confirmação do diagnóstico e prognóstico de artrite reumatoide, determinação da 

atividade da doença, perfil metabólico, resposta imunológica, estresse oxidativo e outras 

análises que se façam necessárias. 

Os benefícios esperados são: 1) o conhecimento da prevalência de síndrome 

metabólica em pacientes com AR, de uma amostra da população brasileira, permite a 

estratificação de risco cardiovascular, o que implica em manejo mais adequado de acordo com 

as características da nossa população. 2) o entendimento da fisiopatologia que envolve as 

alterações do estresse oxidativo e inflamação na AR possibilita melhor monitoramento da 

doença e desenvolvimento de novas intervenções medicamentosas. 

Informamos que o(a) senhor(a) não pagará nem será remunerado por sua participação. 

Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa serão ressarcidas, 

quando devidas e decorrentes especificamente de sua participação na pesquisa.  
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Caso você tenha dúvidas ou necessite de maiores esclarecimentos pode nos contatar: (médicas 

reumatologistas Neide Tomimura Costa – telefone 9921-9849 ou Tatiana Mayumi Veiga 

Iriyoda telefone 9627-8181) ou procurar o Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres 

Humanos da Universidade Estadual de Londrina, na Avenida Robert Kock, nº 60, ou no telefone 

33712490. Este termo deverá ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas, 

devidamente preenchida e assinada entregue a você. 

 

      Londrina, ___ de ________de 2013. 

               

 

 

_____________________________________, (nome por extenso do sujeito de pesquisa), 

tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em 

participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.   

 

Assinatura (ou impressão dactiloscópica):____________________________ 

                                        

 

 

Eu _________________________________________ (nome do membro da equipe que 

apresentou o TCLE, obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e 

Esclarecido do sujeito da pesquisa para a sua participação da mesma. 

 

__________________________________________________ 

(assinatura do membro da equipe que apresentou o TCLE) 

 

 

Pesquisadores responsáveis 

 

__________________________________________________ 

Profa. Dra. Andréa Name Colado Simão 

 

 

__________________________________________________ 

Prof. Dr. Isaías Dichi 
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Apêndice B. Ficha de avaliação dos pacientes com Artrite Reumatoide. 

FICHA DE AVALIAÇÃO DOS PACIENTES COM ARTRITE REUMATOIDE 

 

NOME: __________________________________________________________ 

RG:__________________ telefone:________________ data:________________ 

IDADE OU Data de nascimento:_______________________________________ 

Sexo :     (    ) feminino                                (     ) masculino 

Etnia :     (    ) caucasiano                             (     ) não caucasiano 

 

TEMPO DE DIAGNÓTICO: _____________________ 

 

DAS28: VHS _____________        PCR ____________ 

 

Comprometimento sistêmico extra-articular: 

Pulmonar (  )  vasculite (  )  nódulos reumatoides (  )  cardíaco  (  )  SNC  (  ) 

 

Outras doenças: 

HAS (   )  DM (   )  dislipidemia  (   )  IAM  (   )  AVC  (   )  tireóide  (   ) , 

Outros: ________________ outra colagenose: ______________________ 

 

Medicações 

(   ) Prednisona  dose: _____________ 

(   ) Metotrexato  dose: _____________ 

(   ) Hidroxicloroquina ou cloroquina  dose: _____________ 

(   ) Sulfassalazina  dose: _____________ 

(   ) Leflunomida  dose: _____________ 

(   ) Etanercepte  dose: _____________ início em: _____________ 

(   )Adalimumabe  dose: _____________ início em: _____________ 

(   ) Infliximabe  dose: _____________ início em: _____________ 

(   ) Tocilizumabe  dose: _____________ início em: _____________ 

(   ) Abatacepte  dose: _____________ início em: _____________ 

(   ) Rituximabe  dose: _____________ iníco em: _____________ 

(   ) Ciclofosfamida: _____________ 

(   ) outros: _______________________________________________ 

 

Tabagismo:  (   ) sim                (   )  não 

 

Atividade física:   sim  (   )              não  (   ) 

Tipo: _____________ frequência: _____________ há quanto tempo: _____________ 

 

Dados antropométricos 

Altura (cm) 

 

Peso (kg) IMC (kg/m2) Circunferência 

abdominal (cm) 

Pressão arterial 

(mmHg) 

 

 

    

 

 




