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RESUMO

Objetivo: Avaliar a frequéncia do HLA classes I e II e sua associagdo com a manifestagdo cutanea da vasculite reu-
matoide (VR) em pacientes brasileiros. Pacientes e métodos: Durante um ano foram selecionados 130 pacientes com
artrite reumatoide (AR), classificados de acordo com os critérios do American College of Rheumatology de 1987. Os
pacientes foram submetidos a um questionario clinico e laboratorial para exclusio de outras causas de vasculopatia
cutanea (neoplasia, infec¢des, uso de drogas ilicitas, diabetes mellitus e tabagismo). Setenta e trés foram excluidos por
apresentarem algum fator de risco para outras causas de vasculopatias. Cinquenta e sete foram incluidos no estudo sem
fator de risco para outras causas de vasculopatia, dos quais 17 apresentavam VR de acordo com os critérios de 1984
de Scott e Bacon. Foram analisados dados demograficos, tempo de diagndstico de AR, atividade da doenga (DAS28) e
presenca de fator reumatoide e de anticorpos antipeptideo citrulinado ciclico. Alelos HLA foram tipificados usando-se
areacdo em cadeia da polimerase-DNA amplificada por hibridizagdo de baixa resolugdo com sequéncias especificas de
sondas. Resultados: A comparagio entre os 40 pacientes sem VR e os 17 pacientes com VR demonstrou uma frequéncia
aumentada do HLA-B*14 (Pc = 0,168) e do HLA-Cw*08 (Pc = 0,084) em pacientes com VR, e uma frequéncia au-
mentada do HLA-DRB5*01 (Pc = 0,048) em pacientes sem VR. Conclusdo: O HLA-DRB5*01 pode conferir protegdo
contra essa manifestacdo extra-articular da AR.
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combined/linked DR3,> HLA-DRB1*04,*'© HLA-Cw*03,2 ¢

INTRODUGAQ HLA-DQB1*03'!2 foram associados a vasculite reumatoide (VR)

As doencas autoimunes sdo frequentemente associadas aos
genes que codificam antigenos leucocitarios humanos (HLA)
do complexo principal de histocompatibilidade. As moléculas
HLA participam da apresentagao de antigenos e resposta celular,
desempenhando um importante papel na resposta imune.! Seu
efeito no repertorio de células T ¢ marcante e crucial na patogé-
nese da artrite reumatoide (AR), especialmente na forma mais
grave da doenga, interagindo com o sistema HLA.> HLA-B8

em populagdes com caracteristicas étnico-raciais homogéneas.
Recentemente estudamos alguns casos de vasculite autoimune e
HLA, e observamos que alelos HLA-DR podem influenciar sua
expressdo clinica e desfecho em uma populagéo mista.'

A VR ¢ uma manifestacdo sistémica da AR que pode afetar
varios 6rgaos, mas nosso proposito foi analisar a manifestagao
cutanea. Este estudo teve por objetivo avaliar a frequéncia
do HLA, classes I e II, assim como sua possibilidade de
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associagcdo com manifestagdes cutdneas de VR em pacientes
brasileiros com AR. Para tal, checou-se sua relagdo com fato-
res demograficos, tempo de diagnostico de AR, atividade da
doenca e dados laboratoriais, comparando-os aos dos pacien-
tes com AR sem VR ou com outras causas de vasculopatia,
pois ndo existe nenhum estudo relacionando VR e HLA em
uma populagao mista.

PACIENTES E METODOS

Pacientes e controles

Foram selecionados 130 pacientes atendidos no Ambulatorio
do Servico de Reumatologia do Hospital da Universidade
Estadual de Campinas (Unicamp), Campinas, Sdo Paulo,
Brasil, em tratamento para AR, usando drogas antirreumaticas
modificadoras da doenga (DMARDSs) durante o ano de 2006.
Os pacientes concordaram em participar do estudo apds lerem e
assinarem o Termo de Consentimento Livre e Informado apro-
vado pelo Comité de Etica Médica. Um questionario clinico
e laboratorial foi aplicado para exclusao de outras causas de
vasculopatia cutanea, tais como neoplasia, infecgdes, uso de
drogas ilicitas, diabetes mellitus e tabagismo.

O questionario foi aplicado para todos os pacientes, dentre
os quais 73 foram excluidos devido a historia de consumo de
mais de 20 cigarros/dia, glicemia maior que 126 mg/dL em
duas tomadas, sorologia positiva para hepatite B ou C, uso
de drogas ilicitas e/ou neoplasia. Desses pacientes, quatro
apresentaram episodios de ulcera cutanea profunda e infartos
digitais, que ndo ocorreram durante a sele¢do, e trés pacientes
apresentaram tais afeccdes clinicas durante a sele¢do. De acor-
do com os critérios de Scott e Bacon,'* 17 pacientes receberam
o diagnostico de VR devido a presenca de tlceras cutaneas
profundas associadas a infartos digitais visiveis na ocasido
da selecao, sem dados clinicos ou de imagem de vasculopatia
visceral. Quarenta pacientes ndo apresentaram episodios de
vasculopatia cutanea ou visceral durante um ano de estudo.

As idades dos pacientes variaram de 17-78 anos, e 46 do
total eram mulheres. A distribui¢@o étnico-racial dos pacientes
foi a seguinte: 32 caucasianos, autodescritos como de origem
europeia ocidental e setentrional; 14 mulatos (mistura de
caucasiano e negro); e 11 negros, dos quais a maioria era de
origem historicamente africana (Bantu, Benin ¢ Senegal).!>!¢
O diagnostico de AR deu-se segundo os critérios do American
College of Rheumatology (ACR) de 1987."

O mesmo questionario clinico e laboratorial também incluiu
uma analise dos dados demograficos, tais como género, idade
e raga/etnia, o tempo de diagndstico clinico da AR, o EULAR
Disease Activity Score-28 (DAS28) e ainda dados laboratoriais,
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tais como fator reumatoide (FR) e anticorpos antipeptideo ci-
trulinado ciclico (anti-CCP). Os valores calculados do DAS28
foram assim considerados: se > 5,1, doenca muito ativa; se
>3,2e<5,1, atividade moderada; e se < 3,2, doenca inativa.'®

Todos os 57 pacientes foram submetidos a genotipagem de
HLA classes I e II, com andlise estatistica realizada pelo Servigo
de Bioestatistica da Comissao de Pesquisa da Faculdade de

Ciéncias Médicas, Unicamp, Campinas, SP, Brasil.

Genotipagem

A genotipagem HLA classe I foi realizada pela técnica de am-
plificacdo da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizan-
do-se sequéncias especificas de sondas (One Lambda Inc., CA,
RU). A genotipagem HLA classe II foi realizada pela técnica
de amplificagdo da PCR, utilizando-se sequéncias especificas

de sondas (baixa resolu¢do — DYNAL, Biotech Ltd., RU).

Deteccao de autoanticorpos

Imunoensaios enzimaticos usando anti QUANTA Lite™ CCP3
IgG (INOVA) detectaram anticorpos semiquantitativamente,
considerando-se positivos valores > 22 UI/dL.

Deteccao de fator reumatoide

O FR foi detectado por método quantitativo de nefelometria,
considerando-se positivos valores > 30 Ul/mL.

Analise estatistica

A frequéncia de alelos em pacientes e controles foi analisada
usando-se o teste exato de Fisher. O teste de Mann-Whitney
ou o i foi usado para variaveis numéricas, tais como idade,
DAS28, género, raga/etnia, FR, anti-CCP e tempo de diagnos-
tico de AR. O programa estatistico usado para analise de dados
foi o SPSS 17.0. A correcdo de Bonferroni (Pc) foi usada para
valores estatisticos significativos, apds a aplicagdo do teste
exato de Fisher. O nivel de significancia adotado foi P < 0,05.

RESULTADOS

A maioria dos pacientes com VR eram mulheres caucasianas,
mas os dados demograficos ndo mostraram qualquer diferenga
estatistica relacionada a género, idade e raga/etnia entre os dois
grupos de pacientes. Com relacao ao tempo de diagnostico de
AR, também ndo houve diferenga estatistica entre os grupos;
o tempo médio de diagnostico de AR nos 17 pacientes com
VR foi de 13,1 anos. Como a maioria dos pacientes com VR
eram positivos para FR e anti-CCP, os grupos também ndo

371



Nishimura et al.

apresentaram diferenca estatistica. Com relagdo ao DAS2S,
os pacientes com VR e aqueles sem VR ndo diferiram estatis-
ticamente (Pc = 0,057) (Tabela 1).

Os pacientes expressaram HLA-A (¥*01/*02*/*03/*11/*23/
*24/*%25/%26/* 29/%30/*32/*34/*66/*68/*74/*80), HLA-B
(*07/*08/*13/*15/*18/*27/*%35/*37/*38/*39/*40/*42/*44/*
45/*46/*47/%49/*50/*51/*%52/*53/*55*56/*57/*58/*59*81),
HLA-C (¥*01/*02/%03/*04/*05/*06/*07/*12/*14/%15/*16/*17
/*18), HLA-DRBI (*01/*03/*04/*07/*08/*09*10/*11/*12/*1
3/%14), HLA-DRB3 (*01), HLA-DRB4 (*01), e HLA-DQBI1
(*02/%03/*%04/*05/*06).

Tabela 1
Comparacdo de dados demograficos, clinicos e laboratoriais
em pacientes com AR/VR (n=57)

Variaveis AR (n = 40) VR (n=17) P Pc
Género ns _
Feminino 31 (77,5%) 15 (88,2%)
Masculino 9 (22,5%) 2 (11,8%)
Raca/etnia ns =
Caucasiana 20 (50,0%) 12 (70,5%)
Mista (mulato) 11 (25,5%) 3(17,6%)
Negra 9(22,5%) 2 (11,7%)
Idade (anos) 0,337 -
média 54,7 57,8
min-max 17-78 32-71
Tempo de AR (anos) 0,205 -
média 11,0 131
min-max 4-19 4-9
DAS28 0,001*  0,057**
médio 4,9 5,6
min-max 2,8-6,1 5,3-6,7
FR 30 (75,0%) 16 (94,1%) ns -
Anti-CCP 27 (67,5%) 13 (76,5%) ns -

AR: artrite reumatoide; VR: vasculite reumatoide; FR: fator reumatoide; anti-CCP: antipeptideo
citrulinado ciclico; DAS28: escore de atividade de doenca; min: minimo; max: méximo; ns: ndo
significativo (teste do qui-quadrado). *P < 0,05 (teste de Mann-Whitney); **Pc (corregéo de Bonferroni).

Tabela 2

Frequéncia (%) de alelos em pacientes com AR/VR (n=57)
Frequéncia alélica AR (n = 40) VR (n=17) P Pc

B*14 0 (0,0%) 4(23,5%) 0,006%  0,168**
Cw*08 0 (0,0%) 4(23,5%) 0,006*  0,084**
DRB5*01 9 (22,5%) 0 (0,0%) 0,048%  0,048%*

AR: artrite reumatoide; VR: vasculite reumatoide. *P < 0,05 (teste exato de Fisher); **Pc < 0,05
(correcdo de Bonferroni).

HLA-B: *07/*08/*13/*14/*15/*18/*27/*35/*37/*38/*39/*40/*42/*44/*45/*46/*47/*49/*50/*51/*
52/*53/*55/*56/*57/*58/*59/*81

HLA-Cw: *01/*02/*03/*04/*05/06/*07/*08/*12/*14/*15/*16/*17/*18

HLA-DRBS: *01
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De acordo com o teste exato de Fisher, entretanto, ape-
nas as genotipagens HLAB*14 (P = 0,006), HLA-Cw*08
(P =0,006) ¢ HLA-DRB5*01 (P = 0,048) foram estatistica-
mente significativas. A correcdo de Bonferroni foi aplicada
para HLA-B*14, HLA-Cw*08 e HLA-DRB5*01, mostrando
HLA-B*14 (Pc = 0,168) e HLA-Cw*08 (Pc = 0,084) em pa-
cientes com VR, e HLA-DRB5*01 (Pc = 0,048) em pacientes
sem VR (Tabela 2).

DISCUSSAO

Comparando-se este estudo a outros, observou-se maior pro-
porcao de pacientes com VR (29,8% versus 2,1%, respectiva-
mente),'” pois nossa amostra foi pequena devido aos pacientes
que ndo apresentaram vasculopatia cutanea ou visceral no
periodo de um ano de estudo e a exclusdo daqueles com fator
de risco para outras causas de vasculopatia cutanea. O género
feminino foi prevalente nos dois grupos, devido ao fato dea AR
ser mais comum em mulheres.* Nao houve diferenga estatistica
relacionada a género, idade e raga/etnia entre os dois grupos.
O género feminino foi mais frequente em nossos pacientes
com VR, em contraste com os achados de outros estudos, que
mostraram uma predominancia do género masculino.?**!

Nao ha dados anteriores a respeito de raga/etnia e VR,?*?!
mas os caucasianos foram mais prevalentes no presente estu-
do nos dois grupos, pois essa ¢ a caracteristica étnico-racial
predominante na regido sudeste do Brasil,'>!¢ onde o estudo
foi conduzido. Com relagdo ao tempo de diagnostico de AR,
também ndo houve diferenca estatistica entre os grupos. O
tempo médio de diagnostico de AR em 17 pacientes com VR
foide 13,1 anos, semelhante ao de outros estudos que mostram
a emergéncia de VR depois de mais de 10 anos de AR.>'*
Com relagdo ao DAS28, ndo houve diferenca estatistica entre
pacientes com e sem VR apos a correcao de Bonferroni. A
maioria dos pacientes com VR foi positiva para FR e anti-CCP,
como em outros estudos;*?3-2¢ entretanto, nao houve diferenga
estatistica entre os dois grupos.

A importancia de se detectar HLA em pacientes com AR em
uma populagio mista foi demonstrada em outros estudos;>**' no
entanto, até a publica¢do do presente estudo, nao ha artigos que
correlacionem HLA e VR em pacientes com AR na populacao
brasileira. Com relacdo a associagdo entre HLA e VR, artigos
foram publicados em populagdes homogéneas mostrando a
existéncia de uma correlagdo com HLA-B8 combined/linked
DR3,>HLA-DRB1*04,* "®HLA-Cw*03*¢ HLA-DQB1*03.!:12
A molécula HLA-DRB1 ¢é mais evidente na maioria dos estu-
dos, possivelmente porque sua expressdo € cinco vezes maior
que a de seus paralogos HLA-DRB3, DRB4 ¢ DRB5.%®
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Este estudo demonstrou uma frequéncia aumentada de
alelos HLA-B*14 ¢ HLA-Cw*08 em pacientes com VR, o
que ndo foi previamente relatado. Entretanto, apenas o teste
exato de Fisher mostrou significancia estatistica, que nao foi
observada pela correcdo de Bonferroni. Em nosso estudo, a
frequéncia aumentada de HLA-DRB5*01 pareceu oferecer
protecdo contra VR, com significancia estatistica tanto pelo
teste exato de Fisher quanto pela corregdo de Bonferroni. Isso
nao foi observado em nenhum outro estudo.

Um estudo correlacionou o HLA-DRBS5 null com o agra-
vamento de doenga autoimune,?® o que ndo foi observado em
nosso estudo, onde o alelo *01 foi amplificado e associou
protecdo. A presenca de HLA-DRBS esta ligada a variantes
alélicas de HLA-DRBI, sendo, do contrario, omitida.?

Em conclusdo, como a populacdo brasileira em geral é
mista, os achados nao sdo semelhantes aqueles de populacdes
homogéneas com VR, sendo o HLA-DRBI1 o gene de susce-
tibilidade primaria para prote¢do. A VR foi mais evidente em
mulheres caucasianas, positivas para FR e anti-CCP, mas os
dados nao apresentaram significado estatistico. Quanto a susce-
tibilidade a VR, HLA-B*14 e HLA-Cw*08 nao apresentaram
significado estatistico. Considerando-se que o HLA-DRB5*01
¢ significativamente menos frequente em pacientes com VR,
¢ possivel que confira protecdo contra essa manifestagao
extra-articular da AR. A presenca de HLA-DRB5 deve-se
as variantes alélicas de HLA-DRBI1, que pode se comportar
diferentemente em uma populacdo mista com maior variacao
alélica que populacdes homogéneas. Um estudo multicéntrico
na regido sudeste do Brasil vai permitir o aumento da amostra
de pacientes e, consequentemente, a observagao da expressao

e protecao do HLA encontrada.
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