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INFORMAGOES RESUMO
Histérico do artigo: Objetivo: O objetivo deste estudo foi investigar o fenétipo do HLA em pacientes com con-
Recebido em 15 de margo de 2013 tratura de Dupuytren (CD) para verificar a correlagao desses alelos com os fatores de risco
Aceito em 14 de maio de 2013 para o desenvolvimento da CD na populagao brasileira.

Meétodos: Este foi um estudo de caso-controle de 25 pacientes com CD e 443 individuos
Palavras-chave: sauddveis sem histérico de doencas associadas ao HLA. As tipagens classe I e classe Il do
Contratura de Dupuytren HLA foram feitas utilizando o método iniciador de sequéncias especificas da reacdo em
HLA cadeia da polimerase. Resultados: O fenétipo HLA-B*18 foi observado em 32% dos pacien-
Complexo principal de tes e 10,5% do grupo controle. Contudo, os valores de p ndo permaneceram significativos

histocompatibilidade apos correcao.

Associagao da doenga Discussdo: Apesar de termos observado um aumento na tendéncia de os pacientes com
Imunogenética CD terem o alelo HLA-B*18, os resultados ndo foram estatisticamente significativos apés

correcao. Esse alelo foi maior em pacientes de etnia italiana e/ou espanhola, locais com
frequéncias superiores a 18% e 14%, respectivamente. Sdo necessarias investigacdes adi-
cionais com uma coorte maior de pacientes com CD para confirmar o possivel papel do
HLA nessa doenca.
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ABSTRACT

Purpose: The aim of the present study was to investigate the HLA phenotype in Dupuytren’s
contracture (DC) patients in order to verify the correlation of these alleles with risk factors
for development of DC in the Brazilian population.

Methods: This was a case-controlled study of 25 DC patients and 443 healthy individuals
with no history of HLA-associated diseases. HLA class I and class II typing was performed
using the polymerase chain reaction sequence-specific primer method. Results: The HLA-
B*18 phenotype was observed in 32% of the patients and 10.5% of controls. However, P
values did not remain significant after correction.

Discussion: Although we observed an increased tendency of DC patients to possess the
HLA-B*18 allele, the results were not statistically significant after correction. This allele was
higher in patients of Italian and/or Spanish ethnicity, localities with frequencies higher
than 18.0% and 14.0% respectively. Further investigation with a larger cohort of DC patients

is required to confirm the potential role of HLA in this disease.

© 2014 Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

Introducgao

A contratura de Dupuytren (CD) é uma doenca do tecido con-
juntivo que apresenta proliferacdo fibroblastica anormal da
fascia palmar. Ela é caracterizada pela formacdo de nédulos
e cordoes fibrosos, causando contratura digital longitudinal.
Isso leva a deformidades que determinam as caracteristicas
anatémicas especificas da doenga e, em um estagio avanca-
do, pode causar perda da fung¢ao motora da mao."? Apesar de
haver uma elevada taxa de recidiva das lesbes, o tratamento
mais efetivo é excisdo cirdrgica.? Varios fatores de risco tém
sido associados a CD, como fumo, alcool, trauma local, epi-
lepsia e diabetes mellitus.*” A incidéncia da CD é mais elevada
em caucasianos da regidao europeia, predominantemente afe-
tando homens acima de 50 anos de idade.” Um componente
autoimune da CD foi apresentado em 1972, e estudos confir-
maram a presenca de anticorpo anticoldgeno, porém, até o
momento, a etiologia exata da CD continua desconhecida.®

A susceptibilidade genética a CD é justificada pelas obser-
vacdes epidemioldgicas, pois sua prevaléncia é bastante ele-
vada em pessoas de origem do Norte da Europa e raramente
vista em populacgdes africanas e asiaticas. Observacdes de
estudos com gémeos e familias, examinando a diatese da
contratura de Dupuytren em especial, também sustentaram
a base genética.'**? Varios estudos foram feitos para identifi-
car os genes candidatos a susceptibilidade a CD, incluindo a
citocina transformando o fator de crescimento B (TGF-B)**'5;
os fatores de transcricao Zf9'¢, Mafb" e Zic1'®; a metaloprotei-
nase da matriz (MMPs)* e os genes do dominio de oligomeri-
zagao de nucleotideos/dominio de recrutamento de caspase
(NOD/CARD).? Apesar de haver comprovagao de predisposi-
¢do genética para o desenvolvimento da CD, nenhum gene de
susceptibilidade foi reconhecido como fator de risco para a
doenga. E incerto se a CD é uma simples doenga monogénica
mendeliana ou uma condigdo oligogénica complexa.'® Devido
30 inicio tardio dos sintomas, é dificil observar o histérico fa-
miliar positivo em muitos pacientes, o que sugere que o papel
da genética na CD pode ser superior ao observado.'s?

Apés a descoberta e descricdo das fungdes do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC), dos antigenos de
histocompatibilidade leucocitaria (HLA) em humanos, va-
rias associagbes com diferentes doencas tém sido descri-
tas, que estdo atreladas a caracteristicas especificas desse
complexo. O MHC é o sistema genético mais polimoérfico no
genoma humano que participa da apresentacdo de antige-
nos aos linfécitos T. As células T sdo ativadas por peptideos
especificos apresentados pelas moléculas de HLA, resultan-
do em uma resposta imune especifica. As varia¢des das res-
postas aos antigenos tém implicado o MHC como fator na
susceptibilidade da doenca.®?? A diversidade do MHC néao
muda com o passar do tempo em um individuo, porém os
alelos podem diferir significativamente entre os individuos,
tornando o complexo MHC um alvo biomarcador promis-
sor.® A esse respeito, estudos associaram autoanticorpos
com variac¢do nos genes envolvidos na apresentagao de an-
tigenos. Pereira et al. relataram que os autoanticorpos para
colageno tipo Il desnaturado foram mais prevalentes em pa-
cientes com CD positivos para HLA-DR4 que na populagdo
controle.® Em contrapartida, Neumdtiller et al. descobriram
a associacdo do HLA-DR3 e dos autoanticorpos no tecido
conjuntivo de pacientes com CD.* Contudo, Spencer et al.
observaram uma maior incidéncia (ndo estatisticamente
significativa) do HLA-DR4 em individuos com CD que nos
sem ela. Eles também descobriram que os pacientes com
CD com positivos para HLA-DR3 quase sempre possuem
alelos do HLA-A1 e HLA-B18, indicando que o haplétipo Al-
B8-DR3 do HLA, que também foi associado a outras doencas
autoimunes, pode ser importante na CD.? Esses resultados
forneceram uma comprovacido de um componente imuno-
génico, apesar de nenhum alelo especifico do HLA ter sido
associado a doenga.

O estudo recente de Brown et al. revelou uma associagao
significativa da frequéncia de HLA-DRB1*15 com a patogénese
da CD em pacientes caucasianos de origem europeia.’

Apesar de os resultados acima serem controversos, a li-
teratura sugere que essa doenca é de origem multifatorial,
com tracgos familiares. Ndo existem estudos genéticos da
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CD na populacgao brasileira, que é caracterizada por grande
miscigenacdo, segundo Parra et al.?® Assim, a finalidade deste
estudo foi identificar a frequéncia das classes I (loci A* e B¥)
e classe II (loci DRB1* e DQB1*) do HLA em pacientes com
CD na populagao brasileira em um estudo de caso-controle
e investigar o alelo do HLA como um fator de risco para o
desenvolvimento da doenca.

Materiais e métodos

Pacientes e controles

Participaram deste estudo 24 pacientes nao aparentados diag-
nosticados com CD (17 homens e oito mulheres), com idade
média de 54,24 anos (faixa: 40-70 anos de idade), das cida-
des de Bauru e Jau do Estado de Sao Paulo, Sudeste do Brasil.
A classificacdo de linhagem teve como base o fenétipo por
meio de entrevistas na abordagem aos pacientes. O calculo do
tamanho da amostra néo foi aplicado devido a raridade des-
sa doenca na populacdo estudada, assim, todos os pacientes
com CD e que concordaram em participar foram incluidos no
estudo. Todos os pacientes foram diagnosticados por médi-
cos especialistas em cirurgia de mao, no Instituto de Pesquisa
Lauro de Souza Lima (ILSL), Bauru-SP. O grupo de controle foi
composto de 443 individuos saudéaveis sem histérico de do-
encas associadas a HLA (200 homens e 243 mulheres), com
idade média de 37,65 anos (faixa: 20-68 anos de idade). Eles
foram pareados por origem étnica e outros padroes demo-
graficos. Todas as amostras foram tipadas no Laboratério de
Imunogenética do ILSL, apds os participantes terem assinado
os formularios de consentimento informado, e o estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica do ILSL para pesquisa envol-
vendo seres humanos.

Tipagem dos alelos do HLA

O DNA gendmico foi extraido utilizando o método de relarga-
gem.” Os alelos do HLA, classe I locus A* (A*01-74) e B* (B*07-
81), classe Il DRB1* locus (DRB1*01-18) e DQB1* (DQB1*02-09)
foram tipados utilizando o iniciador de sequéncias especifi-
cas da reacao em cadeia da polimerase (One-Lambda, Canoga
Park, CA, EUA).

Andlise estatistica

Os alelos classe I e classe II do HLA foram contados para
determinar as frequéncias alélicas. A distribuicdo dessas
frequéncias foi avaliada para o desequilibrio Hardy-Weinberg,
utilizando o software Arlequin, versdo 3.1.28

A andlise das associagbes do HLA com CD foi feita utili-
zando o teste Qui-quadrado com correcdo de Yates ou teste
exato de Fisher. Os valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. A razao de chance (RC) foi cal-
culada com um intervalo de confianga de 95% (IC de 95%). Os
valores de p foram corrigidos (Pc) multiplicando o valor do
mesmo pelo nimero de antigenos testados (teste de Bonfer-
roni), com nivel de significancia de 5%, utilizando o programa
estatistico SISA (http://home.clara.net/sisa/). O alcance do es-
tudo foi calculado através do software OpenEpi, versao 3, com

intervalo de confianca bilateral de 95% (http://www.openpi.
com/v37/Power/PowerCC.htm).

Resultados

Este estudo comparou as frequéncias dos alelos do HLA de
pacientes com CD com controles saudaveis em uma regido do
Sudeste do Brasil.

A tabela 1 mostra que 68% (17%) dos pacientes eram ho-
mens e, desses, 76,5% (13) tinham 50 anos de idade ou mais.
A manifestacdo da CD em homens ocorreu na idade média de
52 anos (faixa: 40-63 anos de idade), ao passo que o inicio da
doenca ocorreu mais tarde nas mulheres, com idade média de
57,9 anos (faixa: 46-74 anos de idade). A respeito das atividades
manuais, 68% (17) dos pacientes relataram niveis elevados de
atividades moderadas a pesadas. Do total de pacientes estuda-
dos, 44% (11) tiveram ambas as maos afetadas pela doenca, e,
desses, 63,6% (sete) eram homens. Dos 25 pacientes, 24 eram de
descendéncia europeia, e 70,8% de descendéncia italiana (17%).

A contagem direta forneceu a frequéncia dos alelos clas-
se I e classe II, e sua distribuicao foi confirmada pelo equi-
librio de Hardy-Weinberg utilizando o software Arlequin 3.1.
As frequéncias dos alelos classe I e classe II do HLA no grupo
CD e grupo controle sdo mostradas na tabela 2-5. A maioria
das frequéncias dos alelos -A, -B, DR e DQ do HLA mostrou-
-se semelhante em ambos os grupos. Contudo, a frequéncia
do alelo HLA-B*18 foi de 32% (8) dos 25 pacientes com CD, em
comparacao a 10,5% (46) dos pacientes nao afetados do grupo
controle (p = 0,003, RC: 4,02 e IC de 95%: 1,64-9,83), apesar de
os valores de p nédo terem sido significativos apds correcéo
pelo teste de Bonferoni, multiplicando o valor de p pelo nt-
mero de antigenos, conforme mostrado na tabela 3.

Discussao

Apesar de a CD ser descrita ha séculos, sua etiologia e pato-
logia continuam pouco entendidas.”” Até o momento, varios
fatores de risco ambiental tém sido implicados em CD, in-
cluindo fumo, consumo de alcool, diabetes, epilepsia e trau-
ma. Muitos pacientes com CD acreditam que sua condicao foi
causada por trabalho pesado ou trauma. O préprio Dupuytren,
em principio, acreditava ser essa a causa da doenga, pois va-
rios pacientes que ele estudou eram operarios.? No presente
estudo, foi predominante atividade moderada a pesada.
Estudos epidemiolégicos indicam uma alta prevaléncia de
CD entre homens caucasianos, com 50 anos de idade ou mais,
do norte da Europa, e isso é citado como a doenca heredi-
taria mais comum do tecido conjuntivo nessa populagdo.?**
Estudos anteriores mostraram que os homens sdo mais co-
mumente afetados que as mulheres, e a doenga surge em ida-
de precoce. Nosso estudo também revelou que a maioria dos
pacientes era homens com idade acima de 50 anos; a idade
média da manifestacido da doenga em mulheres foi mais tar-
dia do que em homens, ainda que a doenca bilateral tenha
sido mais comum em homens, de acordo com a literatura.3!
Apesar de haver comprovagio de envolvimento genético
no inicio da CD, ndo hd um consenso com relagdo ao papel es-
pecifico da genética na susceptibilidade a CD. Até o momento,
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Tabela 1 - Caracterizagao dos pacientes com contratura
de Dupuytren no estudo

Paciente Sexo Idade Profissao Descendéncia
1 M 40 cuteleiro espanhola
2 M 50 fazendeiro portuguesa
3 2 49 dona de casa aleméa/portuguesa
4 M 46 fazendeiro italiana
5 M 50 professor portuguesa
6 M= 43 motorista alemad/italiana
7 M 50 pedreiro espanhola
8 M 55 economista italiana/
espanhola
© M 55 operador de italiana/brasileira
maquinas
10 b 63 dona de casa brasileira
11 F 46 representante italiana/
de vendas portuguesa
12 M 63 fazendeiro italiana/
portuguesa
13 F 74 fazendeira  italiana/brasileira
14 M 55 empresdario  italiana/brasileira
15 b 57 dona de casa italiana
16 F 64 dona de casa italiana
17 M 58 fazendeiro italiana/
espanhola
18 F 47 sapateira italiana/brasileira
19 M 46 guarda italiana
20 M 63 empresario espanhola
21 F 63 dona de casa italiana
22 M 57 motorista italiana
23 M= 50 vigia alema
24 M= 51 bancario italiana/chinesa
25 M= 52 designer italiana/brasileira

M, sexo masculino; F, sexo feminino.
#Doengca bilateral.

Tabela 2 - Frequéncia do alelo HLA-A* em pacientes com
contratura de Dupuytren e grupo de controle

Alelos Contratura de Grupo de controle p
Dupuytren (N = 25) (N = 443)
n Fa (%) n Fa (%)

A*01 08 32,0 79 18,0 0,107
A*02 07 28,0 203 46,0 0,098
A*03 02 8,0 71 16,0 0,142
A*11 04 16,0 47 10,7 0,163
A*23 00 0,0 44 10,0 0,077
A*24 07 28,0 66 15,0 0,089
A*25 02 8,0 15 3,4 0,174
A*26 00 0,0 40 9,1 0,098
A*29 03 12,0 41 9,3 0,225
A*30 03 12,0 51 11,5 0,245
A*31 00 0,0 33 7,5 0,150
A*32 04 16,0 25 5,7 0,060
A*33 00 0,0 24 5,5 0,255
A*34 00 0,0 07 1,6 0,676
A*36 01 4,0 04 0,9 0,217
A*66 01 4,0 07 1,6 0,296
A*68 02 8,0 46 10,4 0,265
A*69 00 0,0 00 0,0 1,000
A*74 00 0,0 01 0,2 0,946
Branco 06 24,0 71 16,0 0,118

N, nimero de individuos; n, nimero de alelos; Fa, frequéncia de
alelos; valor de p, teste de Fisher p < 0,05.

nenhum gene especifico foi descrito como um fator de risco
para essa doenca, apesar de alguns estudos terem sido con-
duzidos para elucidar o papel da genética na imunopatogéne-
se da mesma.1%%233

Atualmente, sabe-se que os linfécitos T reconhecem os
antigenos quando acompanhados por moléculas do HLA na
superficie das células que apresentam antigenos sempre que
uma resposta imune especifica é iniciada, como a producédo
de interceulinas, proliferacdo, controle de moléculas efetoras
e func¢oes reguladoras de linfécitos.

Atualmente, varias doencas estabeleceram ligacdes gené-
ticas com o complexo do HLA, como narcolepsia e HLA-DR2,
artrite reumatoide e HLA-DR4, 353¢ hemocromatose e HLA-A3,
psoriase e HLA-Cw6, esclerose multipla e HLA-DR2 e doen-
ca celiaca e HLA-DR3.?® Os mecanismos das associagoes com

Tabela 3 - Frequéncia do alelo HLA-B* em pacientes com
contratura de Dupuytren e grupo de controle

Alelos Contratura de Grupo de p
Dupuytren (N = 25) controle
(N = 443)
n Fa (%) n Fa (%)

B*07 01 4,0 57 13,0 0,122
B*08 05 20,0 50 11,3 0,099
B*13 01 4,0 10 2,3 0,346
B*18 08 32,0 46 10,5  0,003%
B*27 01 4,0 18 4,1 0,385
B*35 04 16,0 104 23,5 0,142
B*37 00 0,0 10 2,3 0,571
B*38 01 40 23 5,2 0,368
B*39 04 16,0 20 4,5 0,082
B*41 00 0,0 14 3,2 0,455
B*42 00 0,0 10 2,3 0,571
B*44 04 16,0 85 19,2 0,199
B*45 00 0,0 14 3,2 0,455
B*46 01 4,0 00 0,0 0,060
B*47 00 0,0 01 0,2 0,946
B*48 00 0,0 01 0,2 0,946
B*49 02 8,0 25 5,7 0,263
B*50 00 0,0 21 4,8 0,304
B*51 04 16,0 79 17,8 0,211
B*52 02 8,0 28 6,4 0,278
B*53 00 0,0 12 2,7 0,510
B*54 00 0,0 00 0,0 1,000
B*55 00 0,0 15 3,4 0,430
B*56 00 0,0 02 0,4 0,895
B*57 01 4,0 13 3,0 0,374
B*58 00 0,0 06 1,4 0,715
B*60 01 4,0 18 4,1 0,385
B*61 01 4,0 15 3,4 0,383
B*62 02 8,0 33 7,5 0,289
B*63 01 4,0 15 34 0,383
B*64 00 0,0 09 2,0 0,604
B*65 02 8,0 38 8,6 0,287
B*70 01 4,0 23 5,2 0,368
B*75 00 0,0 01 0,2 0,946
B*76 00 0,0 00 0,0 1,000
B*81 00 0,0 07 1,6 0,676
Branco 04 16,0 55 12,5 0,195

N, nimero de individuos; n, nimero de alelos; Fa, frequéncia de
alelos; valor de p - teste de Fisher p < 0,05;

2Razao de Chance (RC) = 4,02, Intervalo de Confianca (IC 95%) =
1,64-9,83, Pcorrigido (Pc) = 0,11.




42 REV BRAS REUMATOL. 2013;54(1):38-43

Tabela 4 - Frequéncia do alelo HLA-DRB1* em pacientes
com contratura de Dupuytren e grupo de controle

Alelos Contratura de Grupo de )
Dupuytren (N =25)  controle (N = 443)
n Fa (%) n Fa (%)
DRB1*01 03 12,0 83 18,7 0,164
DRB1%04 05 20,0 85 19,2 0,200
DRB1*07 07 28,0 107 24,2 0,164
DRB1*08 03 12,0 55 12,4 0,244
DRB1%09 00 0,0 14 3,2 0,458
DRB1*10 00 0,0 22 5,0 0,290
DRB1*11 10 40,0 123 27,8 0,073
DRB1*12 00 0,0 14 3,2 0,458
DRB1*13 05 20,0 112 25,3 0,166
DRB1*14 02 8,0 34 7,7 0,289
DRB1*15 07 28,0 76 17,2 0,078
DRB1*16 02 8,0 32 7,2 0,287
DRB1*17 05 20,0 69 15,6 0,172
DRB1*18 01 4,0 10 2,3 0,344

N, numero de individuos; n, nimero de alelos; Fa, frequéncia de
alelos; valor de p - teste de Fisher p < 0,05.

Tabela 5 - Frequéncia do alelo HLA-DQB1* em pacientes
com contratura de Dupuytren e grupo de controle

Alelos Contratura de Grupo de P
Dupuytren (N =25)  controle (N = 443)
n Fa (%) n Fa (%)

DQB1%02 12 48,0 180 40,7 0,125
DQB1°04 03 12,0 56 12,7 0,243
DQB1%05 09 36,0 154 34,8 0,167
DQB1%06 10 40,0 213 48,2 0,121
DQB1*07 11 44,0 147 33,2 0,090
DQB1%08 03 12,0 41 9,3 0,224
DQB1%09 02 8,0 12 2,7 0,135

N, nimero de individuos; n, nimero de alelos; Fa, frequéncia de
alelos; valor de p - teste de Fisher p < 0,05.

Os resultados deste estudo ndo confirmam os achados
descritos acima, uma vez que encontramos aumento do HLA-
-B*18 em pacientes com CD, em comparac¢ao a baixa incidén-
cia no grupo controle em uma populagdo brasileira. Apesar de
esses dados perderem relevancia apds a correcao estatistica,
o aumento na frequéncia desse alelo em individuos com CD
néo deve ser negligenciado, considerando o pequeno nimero
de pacientes estudados. Contudo, esses resultados nao po-
dem ser interpretados como auséncia de efeito, pois o estudo
teve um alcance de 100%.

O desacordo entre os resultados obtidos neste estudo e nos
dados da literatura poderao resultar da base genética dos pa-
cientes, bem como dos diferentes grupos étnicos, das regioes
geograficas estudados e das técnicas utilizadas para determi-
nar os detalhes do HLA.#?

O alelo HLA-B*18 é encontrado nas populagoes italiana e
espanhola com uma frequéncia superior a 18% e 14%, respec-
tivamente; contudo, na populacéo brasileira, esse alelo é ob-
servado apenas em 8%.% E interessante observar que dos 25
pacientes estudados, 20 eram de descendéncia italiana e/ou
espanhola, o que pode sugerir uma associagao de etnicidade
com uma maior incidéncia dessa doenca, apesar de nossos
resultados nao terem mostrado uma forte associacdao desse
alelo com CD.

Estudos futuros com uma coorte maior de pacientes com
CD podem confirmar o possivel papel do HLA nessa doenga e
ajudar a entender a imunopatogénese, bem como contribuir
para o desenvolvimento de modelos de diagnéstico, preven-
cdo e regimes de tratamento adequados para os pacientes.
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te, sdo fatores de risco para CD; contudo, essa associagao ge-
nética ainda néo foi patofisiologicamente explicada.
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