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RESUMO

Objetivo: Analisar as frequéncias de expressao dos antigenos de complexo principal de histo-
compatibilidade classe I (MHC-I) e células CD4 e CD8 no musculo esquelético na polimiosite
(PM) e dermatomiosite (DM).
Meétodos: Estudo retrospectivo de 34 casos de PM, oito casos de DM e 29 controles com
miopatias ndo inflamatdrias.
Resultados: Os antigenos MHC-I expressaram-se no sarcolema e/ou sarcoplasma em 79,4%
dos casos de PM, 62,5% dos casos de DM e 27,6% dos controles (a expressdo de CD4 foi
observada em 76,5%, 75% e 13,8%, respectivamente). Quando os antigenos de MHC-I foram
coexpressados com CD4, houve elevada suspeita de PM/DM (principalmente PM). Em 14,3%
dos casos de PM/DM, observou-se a expressao isolada dos antigenos MHC-I, sem células
inflamatoérias.
Conclusdo: A expressdo dos antigenos MHC-I e a positividade do CD4 podem aumentar a
suspeita diagnéstica de PM/DM. Néo foi observado infiltrado celular em 14,3% dos casos.

© 2014 Elsevier Editora Ltda. Todos os direitos reservados.

MHC class I antigens, CD4 and CD8 expressions in polymyositis
and dermatomyositis

ABSTRACT

Objective: To analyze the frequencies of the expression of major histocompatibility complex
class I (MHC-I) antigens, and CD4 and CD8 cells in skeletal muscle in polymyositis (PM) and
dermatomyositis (DM).

Methods: This was a retrospective study of 34 PM cases, 8 DM cases, and 29 control patients
with non-inflammatory myopathies.

Results: MHC-I antigens were expressed in the sarcolemma and/or sarcoplasm in 79.4% of
PM cases, 62.5% of DM cases, and 27.6% of controls (CD4 expression was observed in 76.5%,
75%, and 13.8%, respectively). There was a high suspicion of PM/DM (mainly PM) in patients
in whom MHC-I antigens and CD4 were co-expressed. In 14.3% of PM/DM cases, we observed
MHC-I antigens expression alone, without inflammatory cells.
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Conclusion: MCH-I antigens expression and CD4 positivity might add to strong diagnostic
suspicion of PM/DM. No cellular infiltration was observed in 14.3% of such cases.

© 2014 Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

Introducao

As miopatias inflamatérias (MI) constituem um grupo hete-
rogéneo de doengas autoimunes caracterizadas clinicamente
por fraqueza e inflamacdo do musculo esquelético. O diagnés-
tico preciso é fundamental, pois as MI sdo potencialmente
trataveis. Com base nas caracteristicas clinicas e histopa-
tolégicas, sdo definidos trés subgrupos principais de MI:
polimiosite (PM), dermatomiosite (DM) e miosite por corpos
de inclusdo (MCI). O diagnéstico dessas doencas é baseado
em exames clinicos e laboratoriais, particularmente os niveis
de creatinoquinase, eletromiografia e os achados do exame
patolégico dos musculos feito por meio de biépsia.' As carac-
teristicas patoldgicas marcantes para o diagndstico correto sdo
necrose da fibra muscular (geralmente em areas isoladas) e a
presenca de células inflamatérias no perimisio e no endomisio
e também algumas vezes em regides perivasculares. Achado
tipico é a invasdo linfocitica em fibras ndo necréticas, que
logo substituida por macréfagos e células T e entdo se torna
necrética.* A atrofia perifascicular é especifica e caracteristica
da DM, assim como os vacuolos rimmed séo para a MCL* £ bem
reconhecido que a auséncia de infiltrados inflamatérios néao
exclui MI. Nesses casos, a presenca de antigenos do complexo
de histocompatibilidade principal de classe I (MHC-I) no sar-
colema e/ou sarcoplasma pode contribuir para o diagnéstico
em casos suspeitos de MI, embora nao seja especifico.

No caso das fibras musculares normais, os antigenos MHC-
-1 sdo detectados apenas nos vasos sanguineos e podem
ser facilmente vistos nos capilares do endomisio. Em con-
traste, na MI, a expressdo dos antigenos MHC-I é observada
no sarcolema e também internamente (sarcoplasma) em
varias fibras.>® A induc@o e a expressdo dos antigenos MHC-I
ocorrem precocemente, com frequéncia antes dos infiltrados
inflamatoérios, e continua durante toda a evolucdo da doenca
cronica, mesmo com o uso de imunossupressores e depois
de aparente remissdo clinica."’"'°As fibras musculares em
regeneracao e/ou imaturas expressam antigenos MHC-I no
sarcolema independentemente da presenca de doenca;'! por
causa disso, é importante distinguir esse achado normal de
outro anormal e aplicar a técnica imuno-histoquimica para
miosina neonatal,* marcador de imaturidade. A expressdo do
MHC-I no sarcolema e/ou sarcoplasma das fibras musculares
maduras é anormal e representa uma ferramenta 1til para o
diagnéstico de MI, particularmente na auséncia de infiltrados
inflamatdrios, necrose da fibra muscular, vactolos rimmed ou
atrofia perifascicular.

Este estudo visa a enfatizar a importancia da analise roti-
neira dos antigenos MHC-I juntamente com a expressao de
subtipos de células T nas técnicas de biépsia muscular quando
houver suspeita de MI. Embora o achado patolégico carac-
teristico da MI seja infiltrado inflamatério (como salientado
anteriormente), algumas vezes ele pode estar ausente.

Material e métodos
Pacientes

Foram estudados 71 pacientes atendidos no Hospital de Base
da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto (Famerp),
entre junho de 2005 e junho de 2013. Eles foram encaminhados
para biépsia muscular por médicos de varias especialidades,
particularmente neurologia e reumatologia.

Foram constituidos dois grupos de pacientes para a
avaliacdo. O grupo 1 foi composto por 42 pacientes com quadro
clinico e patolégico caracteristicos de miopatia inflamatéria,
PM ou DM: presenca de necrose muscular, infiltrado infla-
matoério no endomisio e/ou perivascular (fig. 1A e B), invasdo
de fibras musculares ndo necréticas e/ou atrofia perifascicu-
lar. O grupo 2 foi formado por 29 pacientes encaminhados
para bidpsia muscular por suspeita de outras miopatias nio
inflamatoérias e cujo resultado foi normal ou com presenca de
anormalidades miopdaticas discretas e nao especificas.

Bidpsia muscular

Todas as bidpsias foram feitas por médico especializado em
doencas neuromusculares no musculo Deltoideus por meio de
técnica aberta, sob anestesia local. A amostra do musculo foi
enviada ao Laboratério de Investigacdo Neuromuscular em
estado fresco, sem fixadores ou aditivos, imediatamente con-
gelada em nitrogénio liquido a -176°C e armazenada até o
processamento. As espécimes musculares congeladas foram
cortadas no criostato na temperatura de -30°C em secoes de
5pm de espessura. O tecido cortado foi montado em ladminas
de vidro revestidas com polilisina. A distribui¢cdo dos antige-
nos MHC-I foi analisada com o uso de anticorpo monoclonal
pela técnica de imunoperoxidase. A marcacdo dos anticor-
pos a serem visualizados sob microscopia éptica foi feita
com um sistema de detec¢do de polimero (NovolLink Max
Polymer Detection System, Novocastra Laboratories Ltd., New-
castle upon-Tyne, England), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Os anticorpos usados foram: anti-MHC-I (Rhea Bio-
tech, Campinas, Brasil), anti-CD8 (anticorpo monoclonal de
camundongo, clone 1A5, isotipo IgG1) e anti-CD4 (anticorpo
monoclonal de camundongo, clone 4B12, isotipo IgG1). Os anti-
corpos CD4 e CD8 eram da DakoCytomation Denmark A/S,
Dinamarca.

Andlise estatistica

Foi usado teste de qui-quadrado para a comparacdo de
duas proporgdes, expresso como percentagem. Os valores
de p<0,05 foram considerados como estatisticamente signi-
ficativos.
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Figura 1 - Bidpsia muscular de paciente com miopatia inflamatéria. (A) Necrose da fibra muscular e infiltrado inflamatério
endomisial (hematoxilina & eosina). (B) Aumento da atividade lisossomal (fosfatase acida).

Etica

O estudo foi aprovado pelo comité de ética da Famerp.

Resultados

O grupo 1 incluiu 42 pacientes (PM ou DM): 28 do sexo femi-
nino (66,7%) e 14 do masculino (33,3%), com média de 44,7 +
19,9 anos (variacdo de seis a 80). Desses 42 casos, 34 (80,1%)
eram pacientes com PM, 22 mulheres (64,7%) e 12 homens
(35,3%); média de 49,3+ 17,7 anos (variacdo de oito a 80). Os
outros oito casos (19,9%) eram DM, seis mulheres (75%) e dois
homens (25%); a média era de 25,3 + 17,4 anos (variacao de seis
a 51). O grupo 2 incluiu 29 pacientes: 17 mulheres (58,6%) e 12
homens (41,4%), com média de 34,2+ 21,9 anos (variacdo de
um a 71).

A frequéncia de expressio dos antigenos MHC-I nas fibras
musculares é mostrada em detalhes na tabela. A figura 2A-C
mostra sua expressdo no sarcolema ou sarcoplasma, assim
como auséncia de expressdo. A expressdo dos antigenos
MHC-I foi observada tanto no sarcoplasma quanto no sarco-
lema em 79,4% dos pacientes com PM, 62,5% dos com DM e
27,6% dos controles. Nao foi observada expressao dos antige-
nos MHC-I no sarcolema nem no sarcoplasma em 20,6% dos
pacientes com PM, 37,5% dos com DM e 72,4% dos controles.

As frequéncias de positividade de anticorpos para CD4 e
CD8 estdo detalhadas na tabela 1. A figura 3A-C mostra a
expressdo de CD4/CD8 principalmente no endomisio. A maior
parte dos casos de PM (76,5%) revelou positividade na expres-
sdo de CD4; em 23,5% havia negatividade para expressado de
ambos, CD4 e CD8. De modo semelhante, 75% dos casos
de DM revelaram positividade para expressdao de CD4; em
25% havia negatividade para expressao de ambos, CD4 e CD8.
A expressao de CD4 ou CD8 foi observada em 24,1% dos paci-
entes controle; em 75,9% havia negatividade para expressao
de CD4 e CDS8; ja a positividade de ambos, CD4 e CDS8, néo foi
observada.

A expressdo dos antigenos MHC-I no sarcoplasma ou sar-
colema foi observada em conjunto com positividade para CD4
em 88,2% dos pacientes com PM, 50% dos com DM e 3,5% dos

do grupo controle. Em comparacio, a expressao dos antigenos
MHC-I no sarcoplasma ou sarcolema foi observada em con-
junto com a positividade para CD8 em 35,3% dos casos de PM,
12,5% dos de DM e 0% dos do controle.

Em cinco casos de PM (14,7%) e em um caso de DM (12,5%)
os antigenos MHC-I foram marcados no sarcolema ou no sar-
coplasma na auséncia de expressio para CD4 e CDS.

Discussao

Este estudo demonstrou que a expressdo de antigenos MHC-I
no sarcolema ou sarcoplasma ocorreu mais frequentemente
em pacientes com PM/DM do que nos controles, embora ape-
nas a diferenca entre os controles e os pacientes com PM tenha
sido estatisticamente significativa. De modo geral, os antige-
nos MHC-I estavam expressos em 79,4% dos pacientes com
PM/DM. Segundo a literatura, a sensibilidade do teste para
o diagnédstico de MI é de 78%, semelhantemente a encon-
trada neste estudo (79,4%).'> Quando se considerou apenas
a expressdo dos antigenos MHC-I no sarcolema, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os controles e
os pacientes com PM ou DM. Quando se considera apenas a
expressao dos antigenos MHC-I no sarcoplasma, a diferenca
foi significativa apenas entre os pacientes controle versus PM.
Os antigenos MHC-I ndo estavam expressos no sarcolema nem
no sarcoplasma na maior parte dos controles, o que diferiu
significativamente apenas nos casos de PM. De acordo com
Karpati et al.,'’ na PM, a maior parte das fibras musculares
apresenta uma expressdo forte dos antigenos MHC-I no sar-
colema; na DM, as fibras musculares perifasciculares ou em
regides distribuidas ao acaso também revelaram forte expres-
sao.

No geral, 76,2% dos pacientes com PM/DM revelaram posi-
tividade na expressdo de CD4 e/ou CD8. A positividade das
células inflamatérias (CD4) foi maior no caso dos individuos
com PM/DM versus controles, com diferenca significativa para
ambos. A positividade para CD8 foi menos pronunciada, mas
ainda significativa para os casos de PM, embora ndo para os
casos de DM. O percentual de negatividade dos controles para
CD4 e CDS8 foi significativo quando comparado tanto com a PM
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Figura 2 - Expressao de antigenos MHC-I nas fibras musculares: (A) negativo; (B) sarcolema; (C) sarcolema e sarcoplasma.

quanto com a DM. Nenhum controle revelou positividade para
CD4 e CDS8, o que representou um achado notével.

A expressdo dos antigenos MHC-I no sarcolema ou sar-
coplasma em combinacdo com a positividade para CD4 foi
o achado mais comum na PM em relacdo aos controles e
mais util para o diagnéstico. J4 para o diagnéstico de DM
ele foi menos comum, embora ainda util na auséncia de
outros achados tipicos. Também vale a pena ressaltar que
nao foram observados casos de associacdo entre a expres-
sdo dos antigenos MHC-I (no sarcolema ou sarcoplasma) e a
expressao do CD8 no grupo controle. Esse achado provavel-
mente representa uma ferramenta muito til para descartar
PM/DM.

Nao foi observado infiltrado inflamatério em cinco casos
de PM e um de DM, embora os antigenos MHC-I estivessem
expressos no sarcolema ou no sarcoplasma. Esse achado mos-
tra que aproximadamente 15% dos casos de PM/DM podem
nao ser diagnosticados com base apenas no infiltrado infla-
matério, o que corrobora a afirmacdo de Dalakas' de que
a expressao dos antigenos MHC-I é um marcador util para
confirmar o diagnéstico de MI, mesmo quando ndo existam
células inflamatérias na biépsia do musculo.

De acordo com os resultados obtidos da bidépsia muscular
por Van der Pas et al.,'® a expressdo dos antigenos MHC-I foi
observada em 67% dos pacientes com DM e em 61% dos com
PM. Nos casos de DM, a analise imuno-histoquimica revelou
expressdo significativamente maior dos antigenos MHC-
-1 no tipo juvenil (96,4%) do que no tipo adulto (50%).'?
A expressdo dos antigenos MHC-I foi observada em
11% das bidpsias de pacientes com distrofia muscular e
em 4% das bidpsias de pacientes com doencas neuromuscu-
lares variadas, totalizando 15% (menor do que a expressao de
27,6% encontrada neste estudo).

A maior parte das fibras musculares invadidas por célu-
las T, CD4 e/ou CD8, expressa os antigenos MHC-I em
sua superficie.” No entanto, como citado anteriormente, em
alguns casos foi observada expressdo dos antigenos MHC-I
sem invasdo por células mononucleares. Nyberg et al.'* tam-
bém enfatizaram a importéncia da expressdo dos antigenos
MHC-I na PM ou DM crénica inativa com fraqueza muscu-
lar persistente na auséncia tanto de infiltrados inflamatérios
quanto de sinais de inflamagdo na ressondncia magnética.
Além disso, a expressdo dos antigenos MHC-I ndo é modificada
pelo tratamento prévio com farmacos imunossupressores,

Tabela 1 - Expressdo de antigenos MHC-I (sarcolema e sarcoplasma), CD4 e CD8 em biépsias musculares de pacientes

com polimiosite (PM), dermatomiosite (DM) e controles (C)

PM DM Controles p p

N 34 8 29 PM/C DM/C
Idade 49,3+19,9 25,3+17,4 34,2+21,9

Masculino 35,3% (12) 25% (2) 41,4% (12)

Feminino 64,7% (22) 75% (6) 58,6% (17)

MHC-I (+) sarcolema 47,1% (25) 62,5% (5) 24,1% (7) 0,1037 0,1035
MHC-I (+) sarcoplasma 73,5% (16) 50,0% (4) 13,8% (4) < 0,0001 0,0860
MHC-I (+) ambos 41,2% (14) 50,0% (4) 10,3% (3) 0,0135 0,0424
MHC-I (+) um ou outro 79,4% (27) 62,5% (5) 27,6% (8) 0,0001 0,1579
MHC-I (-) ambos 20,6% (7) 37,5% (3) 72,4% (21) 0,0001 0,1579
CDS8 (+) 38,2% (13) 12,5% (1) 10,3% (3) 0,0247 0,6410
CD4 (+) 76,5% (26) 75,0% (6) 13,8% (4) <0,0001 0,0027
CD4 e CD8 (+) 38,2% (13) 12,5% (1) nenhum (0) 0,0006 0,4846
CD4 e/ou CD8 (+) 76,5% (26) 75,0% (6) 24,1% (7) 0,0001 0,0243
CD4 e CD8 (-) 23,5% (8) 25,0% (2) 75,9% (22) 0,0001 0,0243
MHC-I (um ou outro) e CD4 (+) 88,2% (30) 50,0% (4) 3,5% (1) < 0,0001 0,0048
MHC-I (um ou outro) e CD8 (+) 35,3% (12) 12,5% (1) nenhum (0) 0,0012 0,4846

p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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Figura 3 - Expressdo de CD4 e CD8: (A) CD4-positivo; (B) CD4-negativo; (C) CD8-positivo; (D) CD8-negativo.

embora Van der Pas et al.'® tenham relatado diminuicdo da
sensibilidade para o teste dos antigenos MHC-I depois de qua-
tro semanas de terapia imunossupressora.

Deve-se enfatizar que os antigenos MHC-I também podem
ser expressos nas distrofias musculares, principalmente na
deficiéncia de disferlina, que se manifesta clinicamente
como uma distrofia das cinturas dos membros ou miopatia
distal.'”® Nesses casos, foi observado aumento da resposta
inflamatéria, em conjunto com o padrao distréfico ativo. Os
infiltrados celulares sugerem que a reacgdo inflamatéria é
secunddria a necrose. Os antigenos MHC-I foram superex-
pressos principalmente em associagdo com a fagocitose e a
regeneracdo das fibras.’ ' Nas disferlinopatias, os linfécitos
CD8 sdo raros e os linfécitos T invadem fibras muscula-
res apenas ocasionalmente, enquanto ambos sdo achados
comuns na PM." A disferlinopatia deve ser considerada
no diagnéstico diferencial de MI que ndo responde aos
esteroides.

Conclusao

A presenca de expressdo de antigenos MHC-I e subtipos
de células T pode ser util na diferenciacdo de miopatias
inflamatérias de outras néo inflamatérias, muitas vezes um
desafio clinico. Os antigenos MHC-I foram mais frequente-
mente expressos na PM; células foram mais positivas para CD4
na PM e na DM; os antigenos MHC-I foram expressos sem célu-
las inflamatérias em 14,6% dos casos de PM/DM,; existe forte
suspeita de PM/DM (principalmente PM) quando os antigenos
MHC-I sdo expressos em combinac¢do com positividade para
CD4; e ha uma alta probabilidade de excluir tanto a PM quanto
a DM na auséncia de expressdo de antigenos MHC-I e CD4.
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