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Os que se encantam com a pratica sem a ciéncia,
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nunca tendo certeza do seu destino
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Resumo

Introducao: A esclerose sistémica (ES) é uma doenga autoimune caracterizada
por disfungdo endotelial, vasculopatia obliterativa, fibrose cutanea e visceral.
Trata-se de doenca poligénica complexa que se manifesta em individuos
geneticamente predispostos com exposicdo a fator ambiental ou outro
precipitante e seu desenvolvimento depende da interagdo entre processos
imunoldgicos, vasculares e fibroticos. Estudos genéticos prévios procuram
correlacionar os alelos HLA classe | e Il e as manifestacoes clinicas da doenca.
A fibrose pulmonar (FP) e a hipertensdo arterial pulmonar (HAP) sao,
atualmente, os acometimentos com maior impacto prognéstico e as principais
causas de O6bito nos pacientes com ES. A expressdo do autoanticorpo
antitopoisomerase | (anti-Scl70) é um forte preditor de FP, associada a forma
difusa e a HAP esta relacionada ao anticorpo anticentrébmero e a forma limitada
da doenga. Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar a participagdo do HLA
na expressao da doenca e suas manifestacées clinicas de pior prognostico (FP
e HAP) em pacientes com ES em uma populagdo miscigenada. Métodos:
Foram incluidos os pacientes com ES seguidos no ambulatério de
Reumatologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) de 2008 a
2011. Os dados clinicos foram obtidos através da andlise dos prontuérios. A
genotipagem dos alelos Classe | e Il foi realizada através da técnica de
amplificagdo pela reagdo em cadeia da polimerase, utilizando sequéncias
especificas de primers. A analise estatistica incluiu o teste exato de Fisher e o
teste do qui-quadrado de Pearson. Foram considerados significativos valores de
p < 0,05. A razdo de prevaléncia foi estimada pelo método delta. Resultados:
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Cento e quarenta e um pacientes (120 mulheres e 21 homens) foram
estudados, sendo 33,3% ES difusa, 62,4% ES limitada e 4,3% ES sine
scleroderma. A FP foi considerada em 61 pacientes (43,3%), os alelos HLA-
A*30 e DQB1*04 foram relacionados a suscetibilidade. No entanto, os alelos
HLA-DRB1*01 e DQB1*05 foram relacionados a auséncia desta manifestacao.
A HAP foi diagnosticada em 19 pacientes (13,5%) e teve associacdo com HLA-
B*35 e C*04, enquanto o alelo C*03 pareceu ser protetor. Conclusoes: Este
estudo aponta para associagdo de alguns alelos do HLA classe | e Il as
manifestagdes clinicas de maior morbimortalidade na ES nesta série de casos.
Estes achados nao foram semelhantes aos encontrados previamente em outras
populagdes, o que evidencia multiplos padrées genéticos na ES.

Palavras-chave: esclerose sistémica, antigenos HLA, prognoéstico, fibrose

pulmonar e hipertenséao pulmonar
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Summary

Introduction: Systemic sclerosis (SSc) is an autoimmune disease characterized
by endothelial dysfunction, occlusive vasculopathy, cutaneous and visceral
fibrosis. This is a complex polygenic disease that manifests in genetically
predisposed individuals with environmental or other precipitating factor exposure
and its development depends on the interaction between immunological,
vascular and fibrotic processes. Previous genetic studies aimed to correlate
class | and Il HLA and the clinical manifestations of the disease. Pulmonary
fibrosis (PF) and pulmonary arterial hypertension (PAH) are currently the worse
prognostic features and the main causes of death in patients with SSc. The
presence of anti-topoisomerase | antibody (anti-Scl70) is a strong predictor of
FP, associated with diffuse SSc and PAH is related to anticentromere and the
limited form of the disease. Objectives: The aim of this study was to evaluate
the HLA involvement in disease expression and poor prognostic clinical
features, pulmonary fibrosis (PF) and pulmonary arterial hypertension (PAH), in
patients diagnosed with systemic sclerosis (SSc) in a multiethnic population.
Methods: SSc patients followed 2008-2011 were included and clinical data
were obtained through records review. Molecular HLA typing was performed
(PCR amplification technique using sequence of specific primers). Statistical
analysis included Fisher’s exact test and Pearson’s corrected chi-square test. P
values < 0.05 were considered significant. The prevalence ratio was estimated
by delta method. Results: One hundred forty-one patients (120 women and 21
men) were studied, 33,3% dcSSc, 62,4% IcSSc and 4,3% sine scleroderma. PF
was present in 61 patients (43,3%), HLA-A*30 and DQB1*04 were related to
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susceptibility. However, HLA-DRB1*01 and DQB1*05 alleles were protective.
PAH was diagnosed in 19 (13,5%) and had association with HLA-B*35 and
C*04, whereas C*03 seemed to be protective. Conclusions: Our current study
documents the association of some class | and Il HLA alleles with the most
severe clinical manifestations in a multiethnic case series. Our findings were not
absolutely similar to the previous data in other populations.

Key Words: systemic sclerosis, Human Leukocyte Antigen, prognosis,
pulmonary fibrosis and pulmonary arterial hypertension
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1. Introducao

A Esclerose Sistémica (ES) é uma doenca inflamatéria cronica idiopatica,
do tecido conjuntivo, caracterizada pelo acometimento do endotélio dos vasos,
principalmente capilares e artérias de pequeno calibre, que evolui para
endarterite proliferativa isquémica. Estas alteracdes vasculares, juntamente
com a ativacdo imune e producao de autoanticorpos especificos, promovem um
distarbio intrinseco do fibroblasto que determina fibrose progressiva cutaneo-
visceral, funcionalmente limitante. [1]

Relatada por Hipdcrates como “doentes que mumificavam em vida”, foi
apenas a partir da descricao de Carlo Curzio em Napoles (1753) que passou a
ser reconhecida como entidade clinica. Em 1832, passou a ser utilizado o termo
“esclerodermia”, derivado do grego “skleros” (duro) e “dermis” (pele). Durante o
século XIX, foi observada maior mortalidade dos pacientes esclerodérmicos em
relagdo a populagéo geral, mas o envolvimento de 6rgaos internos sé passou a
ser considerado como manifestacdo sistémica da doenca a partir de 1924, apds
a descricdo de fibrose envolvendo rins, pulmdes e trato gastrointestinal na
necrépsia de cinco pacientes. A partir do reconhecimento de que a

esclerodermia era a manifestagdo cutédnea de uma doenga generalizada, foi
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proposta a denominagao “esclerose sistémica progressiva” (1945). Em 1988,
junto com a proposicdo da atual classificagdo, foi sugerida a supressao do
termo “progressiva’, pelo fato da doenga nem sempre apresentar carater
progressivo e pela carga emocional que representava para 0s pacientes
afetados. Surgiu, entdo, a denominagao “esclerose sistémica”. [2]

E uma doenca pouco frequente, cuja incidéncia varia entre 2,3 e 22,8
casos por milhdao de pessoas por ano e a prevaléncia chega a 50 a 300 casos
por milhdo de pessoas. [3] A prevaléncia parece estar aumentando gracas a
melhora da sobrevida nas ultimas décadas. [4]

Predomina no sexo feminino (3-8:1) e costuma manifestar-se entre a
terceira e sexta décadas de vida. Em relacdo a raca, parece haver discreto
predominio em negros. Embora bem menos frequente que a doenga no sexo
feminino, a ES apresenta curso clinico mais agressivo em homens, onde
costuma iniciar-se mais tardiamente. [5] E pouco frequente em criancas e
adolescentes e sua gravidade esta relacionada ao acometimento de 6rgaos
internos. [6,7]

Apresenta-se, clinicamente, de maneira heterogénea, desde leve fibrose
cutdnea com envolvimento visceral minimo a envolvimento cutaneo e visceral
graves e de rapida progressdo. E possivel afirmar que ndo se trata de uma
doenca claramente definida, mas de uma sindrome que abrange varios
fendtipos.

Em 1980, o Colégio Americano de Reumatologia (ACR) divulgou os
critérios preliminares para o diagnéstico da ES, baseado em um estudo

multicéntrico comparando 264 pacientes esclerodérmicos com 413 pacientes
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controle (com outras doencas do tecido conjuntivo ou fenémeno de Raynaud).
[8] Foram formulados os seguintes critérios:

Critério maior: esclerodermia proximal (as metacarpofalangeanas)

Critérios menores: esclerodactilia; ulceragbes de polpas digitais ou
reabsorgéo de falanges distais; fibrose nas bases pulmonares.

Para o diagnostico da ES € necessaria a presenca do critério maior ou,
na sua auséncia, de dois critérios menores. Estes critérios mostraram uma
sensibilidade de 97% e uma especificidade de 98%.

Ha também a classificacdo de acordo com a extensdo do acometimento
cutdneo em formas difusa e limitada, que apresentam complicagdes clinicas e
prognaostico distintos. [1]

A esclerose sistémica limitada (ESI) apresenta envolvimento cutaneo
restrito as extremidades (até cotovelos e joelhos, além da face), ritmo lento de
acometimento cutaneo, presenca mais frequente de calcinose, incidéncia tardia
de manifestag¢des viscerais, podendo cursar com anticorpo anticentrémero. [5]

A esclerose sistémica difusa (ESd) cursa com envolvimento cutaneo
generalizado afetando tronco, face e membros e apresenta tendéncia a rapida
progressdo das alteragdes cutdneas, contraturas articulares, crepitacao
tendinea e comprometimento visceral precoce (fibrose pulmonar,
miocardiosclerose e crise renal), podendo cursar com anticorpo
antitopoisomerase | (anti-Scl 70) e anticorpo anti-RNA polimerase Ill. [5]

Mais recentemente foi descrita outra forma de manifestacdo, ES sine
scleroderma, que se manifesta com fenémeno de Raynaud, acometimento

visceral tipico e presenca de autoanticorpos, sem acometimento cutaneo. [9]
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Esforcos tém sido feitos pelo EUSTAR (Eular Scleroderma Trials and
Research) na elaboracdo de novos critérios diagndsticos que permitam o
reconhecimento precoce da doenca (VEDOSS, very early diagnosis of systemic
sclerosis), baseando-se principalmente na presenca de fendmeno de Raynaud,
edema de maos, autoanticorpos e capilaroscopia do leito ungueal. Isto
possibilitaria rapida intervengéo terapéutica e melhora do prognéstico. [10]

A fisiopatologia pode ser explicada didaticamente através de trés
mecanismos principais: imunolégico, em que anormalidades celulares e
humorais, incluindo producdo de autoanticorpos, promovem infiltrado
mononuclear de tecidos e desregulacdo da producao de citocinas e fatores de
crescimento; vascular, com endarterite proliferativa que leva a obliteracdo do
limen das pequenas artérias e arteriolas; e fibrético, com deposicado excessiva
de colageno em pele e visceras acometidas. [11] Eventos imunolégicos iniciais
e alteragOes vasculares resultam em ativagao de fibroblastos, considerados as

células efetoras da doenca. [12]

Mecanismo Vascular

As alteracdes vasculares e das células endoteliais que regulam o ténus
dos vasos, manifestando-se clinicamente com o fendmeno de Raynaud,
parecem preceder as outras manifestagdes da ES. Dentre os mediadores desta
regulacdo, destacam-se endotelinas, &xido nitrico, fatores constritores
derivados do endotélio, mediadores neurais, humorais e inflamatérios, além da

hipoxia e do estresse fisico. [13]
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A endotelina-1 (ET-1) tem grande importancia na patogénese da ES por
se tratar do mais potente vasoconstritor enddégeno, além de estimulador da
fibrogénese. O 6xido nitrico regula a acao vasoconstritora da ET-1 nos vasos
normais. Um desequilibrio na agao destas duas substancias também contribui
na patogénese da doenga. Os anions superoxido séo liberados pelo endotélio e
parecem neutralizar a agdo do 6xido nitrico, além de oxidar o LDL (lipoproteinas

de baixa densidade), o0 que € citotoxico as proprias células endoteliais. [14]

Ha estudos que demonstram, ainda, que os pacientes com ES tém uma
deficiéncia nos precursores endoteliais circulantes e inabilidade destes em se
proliferar e se diferenciar. O plasma destes pacientes também parece ser
citotéxico as células endoteliais, devido a presenca de anticorpos, citocinas e

proteinases. [15]

Os pacientes com ES apresentam aumento da expressao de moléculas
de adesdo endoteliais e elevacdo de suas formas plasmaticas soluveis (E-
selectina, ICAM-1, VCAM-1). Estas interagem com células inflamatorias como
linfécitos T e B, neutréfilos, mondcitos, NK (natural killer) e plaquetas, levando a
adesao e migracdo destas células para a matriz extracelular. Parece haver
correlagdo entre os niveis plasmaticos destas sustancias e atividade da doenca.

[16]

Mecanismo imunoldgico

A ativacao continua de células endoteliais aumentando a regulacao de

moléculas de adesdo, a adesdo leucocitaria e sua migragdo para o meio
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extravascular, provavelmente, contribui na patogénese da ES. Além disso,
agentes inflamatorios como histaminas, quininas, complemento, anticorpos,
radicais livres, tromboxane, leucotrienos, LDL oxidados e células-T citotoxicas

sao possiveis mediadores dos processos imunoldgicos presentes na ES. [17]

As interacdes intercelulares provavelmente estimulam a produgéo e
liberacdo de fatores de crescimento e citocinas capazes de mediar a
proliferacdo e ativagdo das células vasculares e do tecido conjuntivo,
particularmente dos fibroblastos. As principais citocinas envolvidas na
patogénese da ES sao: fator de transformagéo do crescimento- (TGF-), fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de necrose tumoral (TNF),
fator de crescimento insulina-like (IGF), fator basico de crescimento de
fibroblasto (bfgf), interleucinas 1, 4, 6, 8 e 17, interferon gamma (IFN-y),
proteina quimiotatica de mondécitos 1 e 3 e fator de crescimento do tecido
conjuntivo. Estas citocinas modulam a interacdo entre as células, a expressao
de moléculas de adeséo e a acéo dos fibroblastos em resposta aos fatores de
crescimento. [18]

Mecanismo de fibrose

Os fibroblastos sdo as células efetoras e responsaveis pela fibrose na
ES. Parece ocorrer uma selecdo clonal de fibroblastos hipersecretores com
apoptose diminuida, em funcdo da ativacdo de oncogenes e proteinas
antiapoptoticas.

Dessa forma, fibroblastos com sobrevida aumentada seriam

responsaveis também pela producdo de fibras colagenas tipo | e lll e proteinas
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da matriz extracelular durante um periodo mais prolongado. Isto € mais comum
em tecidos com concentragdes diminuidas de oxigénio. A hipdxia seria entao
um dos mecanismos ativadores do disturbio intrinseco do fibroblasto,
responsavel pelas alteragbes qualitativas e de distribuicdo espacial alterada das
fibras colagenas, resultando em um estado de fibrose cutaneo-visceral. [19]

Os fibroblastos também sdo submetidos a mediadores estimulatérios
(fatores de crescimento e citocinas como IL-1, IL-6, PDGF e TGF-B). A
interacao dos fatores estimulatérios e inibitérios sobre os fibroblastos ainda né&o
€ bem compreendida.

A fibrose cutanea se inicia na camada inferior da derme e no subcutaneo
superior e ocorre simultaneamente a perda da microvasculatura, reducao de
apéndices e perda da estrutura reticular e das cristas epiteliais. A composi¢éo
da matriz varia de acordo com a fase da doenca. A presenca de varios tipos de
colageno, proteoglicanos e fibras elasticas, incluindo a fibrilina, é tipica de
estagios iniciais. O aumento da sintese de colageno V foi relacionado a fase
ativa da doenca em biopsias cutdneas e ao dano endothelial em bidpsias
pulmonares de pacientes esclerodérmicos. [20,21] O colageno tipo | acumula-se

em fases mais tardias da doenca. [22]

Outros mecanismos

Os autoanticorpos, além de marcadores diagnésticos, também parecem
influenciar na patogénese da ES. Correlacionam-se também com a gravidade

da doenca e risco de acometimento de érgaos especificos.
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Aproximadamente 95% dos pacientes esclerodérmicos apresentam
algum autoanticorpo circulante: o fator antinuclear (FAN) pode ser positivo em
mais de 90% dos pacientes, antitopoisomerase | (antiScl-70) em 20 a 45%,
anticentromero em 12 a 44%, antifibrilarina, anti-RNApolimerase, antiPM-Scl,

antifibrilina 1(anti-U3 RNP) e antiRNA I, Il ou lll em 20%. [23]

Apesar de ndo muito sensivel, o anticorpo antitopoimerase | é muito
especifico para a ES (98 a 100%) e esta relacionado a maior risco para doenga
intersticial pulmonar. Altos titulos também estdo associados a envolvimento
cutdneo extenso e atividade de doenca. Os anticorpos anticentrébmero estao
associados a envolvimento cutaneo limitado. O estimulo inicial para a producao

destes autoanticorpos é desconhecido.

Também tém sido descritos autoanticorpos contra antigenos néo
nucleares, de superficie celular, como PDGF (fator de crescimento derivado de
plaguetas), que parecem ter também um papel patogénico ainda nao
estabelecido. [24]

Em relacao ao entendimento da contribuicdo genética na ES, houve muito
progresso nos ultimos anos. Parece haver interagcdo de multiplos genes e ha
evidéncias crescentes de que genes associados a autoimunidade tém papel
principal no desenvolvimento da doenca, enquanto pouco € sabido a respeito
da contribuicao de genes envolvidos na vasculopatia e processos fibréticos. [25]

Acredita-se que se trate de uma doenca poligénica complexa que se
manifesta em individuos geneticamente predispostos com exposicao a fator

ambiental ou outro precipitante. [26] Diversos fatores ambientais parecem estar

25 Introdugao



envolvidos na génese dos processos colagenogénicos na ES. Dentre estes
fatores, podemos destacar os solventes organicos (tolueno, benzeno, cloreto de
polivinil e tricloroetileno), a silica (em mineradoras carvdo e pedreiras), 0
silicone (préteses mamarias) e o uso de drogas (inibidores do apetite, L-
triptofano e bleomicina).

Alguns estudos envolvendo agregacado familial e irmaos gémeos,
demonstraram que a recorréncia da doenga nos familiares de pacientes
esclerodérmicos era de 1,6% em trés coortes norteamericanas que tinham um
risco populacional estimado em apenas 0,026%, encontrando-se semelhanca
no perfil de autoanticorpos destes familiares. [27] Os estudos com gemelares
também mostraram concordancia na positividade dos anticorpos antinucleares
(90% nos monozigoéticos e 40% nos dizigdticos), o que demonstra que a
predisposicao genética esta relacionada a processos de autoimunidade. [28]

Além disto, ha a teoria do microquimerismo. Varios relatos indicam que,
durante a gestacao, linfécitos fetais ou maternos podem atravessar a placenta e
iniciar uma reacdo doador versus hospedeiro que propicia a doenca. Ha
semelhancas clinicas, sorolégicas e histopatolégicas entre a ES e a doenca
doador versus hospedeiro, com a presenca de células alogénicas no sangue
periférico e em bidpsias cutdneas em ambos os casos. No entanto, faltam
evidéncias mais rigorosas da participacao destas células na patogénese. [19]

Dentre os fatores genéticos destacam-se os alelos do sistema antigeno
leucocitario humano (HLA). O complexo HLA consiste em um conjunto de
aloantigenos, cuja importancia foi reconhecida inicialmente no campo dos

transplantes de tecidos e 6rgaos. Por este motivo, sdo também denominados
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de antigenos de histocompatibilidade, elementos usados pelo sistema imune
para diferenciar o proprio do nao proprio. [29]

Os genes responsaveis pela codificacdo dos antigenos HLA localizam-se
na regidao do complexo principal de histocompatibilidade (CPH ou MHC, main
histocompatibility complex), que corresponde a um pequeno segmento
localizado no brago curto do cromossomo 6 humano, regido mais polimérfica do
genoma. [30]

O complexo contém mais de 220 genes que codificam trés classes de
moléculas (classes |, Il e lll), classificadas de acordo com a sua estrutura e
fungéo. [31]

A classe | corresponde as moléculas classicas de histocompatibilidade
HLA A, B e C e estdo presentes em praticamente todas as células nucleadas do
organismo. A classe Il compreende as moléculas HLA DR, DQ e DP,
encontradas principalmente nas células que participam do sistema imune como
os linfécitos B, linfécitos T ativados, mondcitos e macrofagos. Ja a classe lll,
embora esteja incluida dentro do CPH, refere-se a outras moléculas, algumas
que fazem parte do sistema imune como fator de necrose tumoral e linfocinas.
[32]

Uma grande caracteristica do CPH é o seu extenso polimorfismo, um
mesmo gene pode codificar duas ou mais moléculas e cada variante de um
gene polimorfico € denominado alelo. Os haplétipos sdo uma combinagao de
alelos que nao se encontram em equilibrio de ligamento, ou seja, € um grupo de
polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs, single nucleotide polimorphisms) em

uma Unica cromatide que estdo estatisticamente associados. Acredita-se que
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estas associacoes e a identificacdo de alguns alelos de um bloco haplétipo
possa identificar, sem ambiguidade, todos os outros sitios polimorficos nesta
regido. Tal informacéo € muito valorizada na investigacao de genética por tras
de doencgas comuns.

Este polimorfismo reflete a necessidade de apresentagcdo de diversos
repertorios de peptideos para sobrevivéncia do sistema imune. A base de
dados IMGT/HLA Database (www.ebi.ac.uk/imgt/hla) descreve mais de 2000
alelos classe | e 1000 alelos classe Il. [31]

As proteinas do HLA participam extensivamente de processos
imunoldgicos. As moléculas classe | e Il tém a fungéo de ligarem-se a peptideos
e estes complexos sdo reconhecidos por receptores de células T, resultando
em ativacdo destas células. As moléculas classe | também ativam receptores
de células NK (natural-killers). [33]

Os alelos HLA classe Il podem contribuir para a patogénese e
progressado da ES também através de outros mecanismos que nao envolvem a
apresentacao de antigenos. Tem sido observada sua capacidade em estimular
os fibroblastos a secretarem substancias como a IL-6 e a proteina quimiotaxica
de mondcitos (MCP-1), cujos niveis estdo aumentados na ES. Isto ocorre
principalmente nas formas clinicas associadas ao anticorpo antitopoisomerase.
[34]

Os polimorfismos do HLA foram relacionados a ES, tanto em relagao a
suscetibilidade, quanto a manifestacdo de autoanticorpos especificos e, por
consequéncia, as caracteristicas fenotipicas e principais manifestagcdes da

doenca.
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Em relagdo aos alelos do HLA que conferem maior suscetibilidade a
doencga, foi encontrada maior frequéncia dos alelos HLA-DQA1*0501 e
DQB1*0301, independente da etnia. O alelo DRB1*1104 esta associado a ES
em pacientes caucasdides e hispanicos, enquanto o DRB1*0804 foi
correlacionado a doenca em negros americanos [35] e o DRB1*1502 em
japoneses e coreanos. [36] HLA-DRB1*01 e DRB1*11, principalmente
DRB1*1101 e DRB1*1104, também foram associados a ES. [35] Em estudo
recente de associacao génica (GWAS, Genome Wide Association Study), foi
encontrada uma forte associagcdo com a regiao rs6457617 SNP localizada no
HLA DQB1 e este foi considerado o principal alelo relacionado a suscetibilidade
e a presenca do anticorpo anticentrébmero. [38] Zhou e cols. também
encontraram associacdo de polimorfismos dos /loci HLA-DPB1 e DPB2 com
suscetibilidade a ES, principalmente relacionada a presenca de
antitopoisomerase. [40] No entanto, haplétipos HLA-A*30, A*32, B*57, Cw*14,
DRB1*0701, DQA1*0201, DQB1*0202 e DRB1*1501 foram associados a menor
risco em desenvolver a doenca e podem ser considerados protetores. [40,35]

Considerando as caracteristicas clinicas, o HLA-DRB1 foi relacionado a
forma cutanea limitada e os alelos HLA-B*62, DRB1*11 (DRB1*1104) e
DRB1*07 foram mais encontrados na forma cutanea difusa. [40,41]

No entanto, as correlagdes mais importantes foram demonstradas entre
alguns alelos HLA e alguns autoanticorpos especificos da ES, o que também é
clinicamente relevante, j& que estes estdo claramente relacionados as
caracteristicas fenotipicas e ao prognéstico da doenca. O anticorpo

antitopoisomerase | esta relacionado a maior freqiéncia de HLA-DRB1*1104,
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DQA1*0501, DQB1*0301 e DPB1*1301. [35] Em relacdo a raca, foi descrita
associagdo de HLA-DR5 a pacientes caucasoides [42] e DR2 a pacientes
japoneses antitopoisomerase positivos. [43] A presengca de anticorpo
anticentrémero estd relacionada aos alelos HLA-DRB1*01, DRB1*04,
DQA1*0101 e DQB1*0501 e outros alelos DQB1 com aminoacidos nao-polares
na posicao 26. [44,42,34,35]

Ainda sobre a relacdo de HLA a presenca de autoanticorpos, foi
encontrada relacao dos haplétipos HLA-DRB1*1302, DQB1*0604 e DQB1*0605
a presenca de anticorpo antifibrilarina (anti-U3-RNP), que é mais frequente em
negros norteamericanos do sexo masculino e HLA DRB1*0301 com anti-PM-Scl
em quase que exclusivamente pacientes brancos. Finalmente, houve
associagao dos haplétipos HLA-DQB1*0201 em pacientes com RNA-polimerase
, 1l e lll. [44,27]

A associagao entre alelos HLA e envolvimento visceral na ES nédo esta
bem estabelecida. A pneumopatia intersticial ou fibrose pulmonar (FP) e a
hipertensdo arterial pulmonar (HAP) s&o, atualmente, os acometimentos com
maior impacto prognostico e as principais causas de Obito nos pacientes com
ES. [45]

A pneumopatia intersticial apresenta alta prevaléncia nos pacientes
esclerodérmicos, cerca de 60 a 90%. E mais comum nos casos de ES com
acometimento cutdneo difuso. Seu diagnéstico é relativamente simples,
dependente de método nado invasivo como a tomografia computadorizada de
alta resolucao. Na analise histopatoldgica, o tipo mais comum é a pneumonia

intersticial ndo especifica, 78%, que é caracterizada por diversos graus de
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inflamagé&o pulmonar e fibrose, com algumas formas que s&o essencialmente
inflamatodrias e outras, principalmente fibréticas. Acredita-se que a inflamacao
seja o estagio inicial da fibrose e focos de faveolamento s&o raros. Em uma
minoria de pacientes esclerodérmicos, encontra-se o padréo histopatolégico de
pneumopatia intersticial usual. Este padrao é caracterizado por uma distribuicao
nao-uniforme, alternando zonas de pulmao normal com densa fibrose, focos de

fibroblastos, escassa inflamacgao e alteragdo estrutural em favo de mel. [46]

Nos pacientes com ES, a presenca de pneumopatia intersticial aumenta
mortalidade. Em um estudo retrospectivo com 953 pacientes com ES, pacientes
com FP grave tiveram uma taxa de sobrevida de 30% em nove anos, enquanto
nos pacientes que nado tinham envolvimento visceral grave, sobrevida foi de
72% neste mesmo periodo. A queda mais acentuada da capacidade vital
forcada (CVF) ocorreu nos primeiros trés anos do inicio da doenga, indicando

que a lesédo pulmonar e fibrose sdo complicacdes precoces. [45]

Em relacdo a fisiopatogenia da pneumopatia, parece haver injuria
endotelial de causa imunoldgica precedendo o processo inflamatério que resulta
em fibrose, mas ndo se sabe qual o gatilho que precipitaria a injaria. [47] A
fiborose seria resultante da interacdo de fibronectina (quimiotaxia de
fibroblastos), TGF-B (fator transformador de crescimento-B, estimulador da
sintese de matriz extracelular e inibidor da apoptose de miofibroblastos), CTGF

(fator de crescimento do tecido conjuntivo), endotelina-1 e trombina. [48]
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A expressao do autoanticorpo antitopoisomerase | € um forte preditor da
pneumopatia intersticial e esta associada a forma difusa da doenca. Foram
encontradas associacdes com os alelos HLA-DR52a e Cw*0602. [40,49] Outros
alelos relacionados a FP na presenca de antitopoisomerase foram DRB1*11,
principalmente DRB1*1104, [48,42] além de DPB1*1301 e DQB1*0301. [51,52]

Em relacdo a hipertensdo arterial pulmonar (HAP), outra causa
importante de mortalidade na ES, apresenta-se principalmente mais
tardiamente nos casos de ES com acometimento cutaneo limitado, com
prevaléncia de 5 a 50%, e esta associada ao anticorpo anticentrébmero. Os
indices de mortalidade sdo de 40 a 60% em dois anos, dai a importancia do
diagndéstico e tratamento precoces. [53,45]

O ecocardiograma bidimensional com doppler é realizado como método
de screening, onde é estimada a pressao sistélica da artéria pulmonar. Ja o
cateterismo cardiaco de camaras direitas, faz a afericdo direta da pressao
média na artéria pulmonar e é considerado o método padrdo ouro. [54] O
diagnéstico é considerado quando a medida estimada da presséao sistélica da
artéria pulmonar € maior que 40 mmHg através do ecocardiograma, mas alguns
pacientes com presséo entre 35 e 40 mmHg ja podem apresentar sinais de
insuficiéncia cardiaca direita. No cateterismo, é feito o diagnéstico de HAP
quando a pressao média da artéria pulmonar é maior ou igual a 25 mmHg no
repouso. [55]

Trata-se de doenga das arteriolas pulmonares, que se caracteriza por
aumento progressivo da resisténcia vascular pulmonar e consequente faléncia

de ventriculo direito. A disfun¢do vascular provavelmente se inicia apos injuria
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endotelial, com perda da homeostase dos mediadores da vasodilatacdo como a
prostaciclina e o éxido nitrico. Como conseqiéncia, podem ocorrer respostas
anormais aos mediadores da vasoconstricido como as catecolaminas.

A injuria endotelial também aumenta a liberagdo de endotelina-1 (ET-1),
que tem importancia crucial na patogénese da HAP e na lesdao vascular
estrutural da doenca. A ET-1 é um potente vasoconstritor endégeno e pode
induzir genes implicados na disfungdo vascular e de resposta inflamatéria,
promovendo remodelagdo tecidual e ativagdo de fibroblastos. Este processo
resulta em vasoespasmo, proliferacdo endotelial e hipertrofia da musculatura
lisa. [56]

A producédo de ET-1 parece estar associada a presenca do HLA-B*35 nos
pacientes esclerodérmicos e seria um preditor genético do desenvolvimento da
HAP. [57,58] Ainda em relacdo ao HLA classe |, outros alelos tais como A*30,
B*13 e B*65 também foram relacionados. [40]

Em relacdo ao HLA classe Il, uma alta frequéncia de DRw6 e DRB3 foi
associada a HAP e DRw6 também se relacionou a aumento da mortalidade.
[50] Os alelos HLA-DRB1*01, DRB1*03 e DQB1*0501 também foram

relacionados a HAP na presenca de anticorpo anticentrémero. [44,51,52,59]
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2. Justificativa

Visamos avaliar a suscetibilidade de pacientes com diagndstico de ES em
desenvolver hipertensdo arterial pulmonar e pneumopatia intersticial na
presenca de alelos do HLA classe | e Il e estabelecer qual a freqiiéncia mais
observada. Com isto, procuramos identificar precocemente pacientes de maior

risco para pior evolugéo clinica.
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3. Obijetivos

Objetivo Geral

1. Descrever formas clinicas, principais manifestacbes, positividade e
padrdo do FAN na casuistica e verificar se ha associagao entre os alelos

do HLA e estas caracteristicas.

Objetivos Especificos

1. Avaliar se existe correlacdo entre os alelos do HLA classe | e Il e a

presenca de manifestagdes de pior prognostico como FP e HAP.

2. Determinar os alelos relacionados a estas manifestacbes nesta

casuistica e compara-los aos alelos encontrados em outros estudos.
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4. Métodos

Selecao de pacientes

Esta € uma série de casos em que foram incluidos pacientes com
diagnéstico de ES pelos critérios do ACR [8], acompanhados de 2008 a 2011
no Ambulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicas (HC) da UNICAMP.
Foram excluidos os pacientes menores de 18 anos e com sindrome de
sobreposicao.

Foi realizada a coleta de 9 ml de sangue destes pacientes, sob meio
asséptico, no Laboratério de Coletas do HC. Todos os pacientes incluidos
foram informados sobre os procedimentos da coleta e seus riscos e assinaram
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para a autorizacao.

Os dados clinicos sobre os pacientes foram obtidos através da analise
dos prontuarios médicos. Todos os pacientes foram avaliados com exame
clinico de rotina e classificados em relacdo a forma clinica da doenca (limitada,
difusa e sine scleroderma), exames laboratoriais e padrdo de envolvimento
visceral. Os acometimentos viscerais considerados foram o gastrointestinal (Gl),
doenca intersticial ou fibrose pulmonar (FP) e hipertensdo arterial pulmonar

(HAP). O envolvimento renal (crise renal esclerodérmica) nao foi considerado
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por se tratar de manifestacdo clinica rara e por nao estar presente nesta
casuistica.

O envolvimento Gl foi confirmado por exames de imagem como
radiografia contrastada de eséfago, estbmago e duodeno (EED), transito
intestinal, cintilografia de esvaziamento esofagico e endoscopia digestiva alta
(EDA).

A FP foi investigada através de prova de fungao pulmonar (espirometria)
e considerada quando a capacidade vital forcada (CVF) era inferior a 70% do
previsto. Todos os pacientes também foram submetidos a tomografia
computadorizada de alta resolucao (TCAR). Os principais achados tomograficos
considerados foram opacidades em vidro fosco, opacidades reticulares e
bronquiectasias de tragao.

A HAP foi definida quando a presséao sistdlica da artéria pulmonar foi
estimada em mais de 40 mmHg pelo ecocardiograma Doppler. Esta alteracao,
por se tratar de resultado examinador-dependente, foi confirmada com um outro
ecocardiograma com intervalo minimo de dois meses. Quando possivel, estes
pacientes foram submetidos a cateterismo cardiaco confirmatério (pressao
média de artéria pulmonar = 25 mm Hg).

A presenca e padrdao do anticorpo antinuclear (FAN) destes pacientes

também foi avaliada.

Métodos laboratoriais

Técnica para Extracao de DNA
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A extracao do DNA foi realizada pela Metodologia GE Healthcare lllustra
Blood, descrita abaixo. Inicialmente, para o primeiro uso do Kit, diluimos a
PROTEINASE K com 1,5 ml de 4gua estéril para a PROTEINASE K Kit 30 mg
(50 purificagdes) ou com 3,0 ml de agua estéril para a PROTEINASE K Kit 60
mg (250 purificagdes). Homogeneizamos no vortex até completa dissolugéao e
armazenamos a 4°C.

Posteriormente, adicionamos ETANOL ABSOLUTO no TAMPAO DE
LAVAGEM TIPO 6, 24 ml para o Kit de 50 purificagées ou 120 ml para o Kit de
250 purificagdes. Homogeneizamos por inversdo. Colocamos parafiime na
tampa para evitar possivel evaporacdo do Etanol e estocamos a temperatura
ambiente, como os demais reagentes, exceto a proteina.

Para a extracdo de DNA, deixamos a amostra de sangue colhido com
anticoagulante EDTA bem homogeneizadas e a temperatura ambiente. Em um
eppendorf, pipetamos 20 ul da PROTEINASE K e adicionamos entre 50 e 300
ul (preferencialmente 200 ul) de sangue total ou pellet no ependorf com a
proteina. Se utilizado o pellet, centrifugamos previamente as amostras a 1500 a
1700 rpm por 10 minutos. Pipetamos 400 ul do TAMPAO DE LISE TIPO 10
(TAMPA VERMELHA) e homogeneizamos em vortex por 15 segundos, quando
a cor da amostra passa de vermelho para marrom-esverdeado. Incubamos por
10 minutos e, neste intervalo, intercalamos o vortex. Demos um giro, que
permite que o que estd na parede e na tampa do eppendorf desca.
Transferimos o lisado com o auxilio de uma micropipeta para a coluna de silica.
Centrifugamos a 1400 rpm por 1 minuto. Descartamos o sedimento,

mantivemos o coletor. Pipetamos 500 ul do TAMPAO DE LISE TIPO 10
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(TAMPA VERMELHA) e centrifugamos a 1400 rpm por 1 minuto. Descartamos
o sedimento, mantendo o coletor. Pipetamos 500 ul do TAMPAO DE LAVAGEM
TIPO 6 (TAMPA AMARELA) e centrifugamos a 1400 rpm por 3 minutos.
Descartamos novamente o sedimento e mantivemos o coletor. Centrifugamos,
mais uma vez, a 1400 rpm por 1 minuto sem adicionar qualquer outro reagente
para que todo o residuo de ETANOL fosse eliminado nesta etapa. Descartamos
o sedimento juntamente com o coletor. Transferimos a silica para outro
eppendorf identificado e pipetamos, no centro da silica, 200 ul do TAMPAO DE
ELUICAO TIPO 5 pré-aquecido a 70°C. Incubamos por 1 minuto e
centrifugamos a 1400 rpm por mais 1 minuto. Descartamos a silica e
mantivemos o eppendorf com o sedimento, que € o DNA pronto para analise.
Armazenamos a temperaturas inferiores a -20°C.

Tipagem dos alelos pertencentes a Classe | (A, B, C) e Classe Il (DR, DQ)
através da reacao em cadeia da polimerase por seqiiéncias especificas de

“primers” (PCR-SSP)

A genotipagem dos alelos Classe | e |l foi realizada através da técnica de
amplificagdo pela reagdo em cadeia da polimerase, utilizando sequéncias
especificas de primers (MICRO SSP HLA DNA Typing Trays da ONE LAMBDA,
Inc).

Principio:

A metodologia de PCR-SSP baseia-se no principio de que primers de

oligonucleotideos (Adenina, Guanina, Citosina e Timina), que sao as bases de

um DNA humano com correspondéncia completa, sdo utilizados na forma mais
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eficaz para amplificar uma seqiéncia alvo do que um primer de
oligonucleotideos sem correspondéncia por Taq recombinante. Os pares de
primers sdo concebidos para apresentar apenas correspondéncias perfeitas
com um unico alelo ou grupo de alelos. Sob condigdes de PCR estritamente
controladas, os pares de primers com correspondéncia perfeita traduzem-se na
amplificagdo de sequéncia alvo, ou seja, um resultado positivo, enquanto que
pares de primers sem correspondéncia nao se traduzem em amplificagcao, ou
seja, um resultado negativo.

Depois do processo de PCR, os fragmentos de DNA amplificados seréao
separados por eletroforese em gel de agarose e visualizados por coloragéo de
Brometo de Etideo (Invitrogen) e exposicdo a luz ultravioleta (KODAK Gel
Logic 112 UV Transilluminator).

A interpretacdo dos resultados PCR-SSP baseia-se na presenca ou
auséncia de um fragmento de DNA amplificado especifico. Dado que a
amplificagdo durante a reacdo de PCR pode ser influenciada adversamente por
varios fatores (erros de pipetagem, DNA de qualidade deficiente e presenca de
inibidores), para garantir a qualidade do DNA, nosso laboratério dispée do
aparelho Qubit fluorometer da Invitrogen. Através de kit padronizado pela
Invitrogen (Quant-iT dsDNA BR Assay Kit 2-1000 ng), este aparelho
consegue detectar a concentracdo em que se encontra o DNA (o kit para
Deteccéo de HLA One Lambda pede em torno 25-200 ng/ul, preferencialmente
100 ng/ul com uma relagdo de A260/A280 de 1,65 a 1,80). E através desta
concentragao e da pureza do DNA que se evitam bandas fracas, ausentes e até

mesmo duvidosas.
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Existe um par de primers de controle-interno incluido em todas reacoes
de PCR. O par de primers do controle amplifica uma regido conservada do gene
da B-globina humana, que esta presente em todas as amostras de DNA. Este
controle prova a integridade da reacdo de PCR. Os fragmentos de DNA
amplificados dos pares de primers especificos sdo menores do que o produto
de pares de primers de controle interno.

Apoés a luz ultravioleta, as imagens sdo transmitidas através do KODAK
Gel Logic 112 UV Transilluminator para um computador onde serao
visualizadas as imagens, documentadas e armazenadas. A leitura é feita
atravées do Sofware HLA Fusion através do fornecimento dos locais de
amplificagdo. Quando ha qualquer problema na identificacdo dos alelos pelo
software, utiliza-se o Mapa de Trabalho Worksheet que € um manual, onde é
verificada a amplificagéo e a localizagdo, chegando-se ao resultado de maneira
mais trabalhosa. Na leitura da genotipagem recomenda-se sua atualizagdo de

acordo com o lote do kit no site do fornecedor www.onelambda.com.

Procedimentos:

Retiramos do freezer -80°C, o kit MICRO SSP HLA DNA Typing Trays da
ONE LAMBDA, Inc para Classe | e/ou Classe I, o envelope contendo dentro a
microplaca com 96 pocos (cada microplaca realiza 3 pacientes, a mesma ja
vem com os primers no fundo do pog¢o) e o0 D-Mix ou solucdo mix (dNTP-
tampao, constituida de bases nitrogenadas, MgCl. e corante vermelho de
cresol). Colocamos a microplaca e a solu¢gdo em banho de gelo.

Pipetamos o volume de Taq Polimerase (Invitrogen) no tubo D-Mix, de

acordo com o Quadro de Referéncia do Produto Micro SSP (fornecido pelo
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site), homogeneizamos em um vortex, acrescentamos 1,0 ul de 4gua ultrapura
no pogo de controle negativo e pipetamos 9 ul da solugdo (D-mix e a Taq) no
poco controle negativo.

Apoés ter feito o controle negativo, pipetamos o volume de DNA com sua
concentragao e pureza dentro dos limites ja indicados no tubo D-Mix, de acordo
com o Quadro de Referéncia do Produto Micro SSP (fornecido pelo site).
Homogeneizamos em um vortex novamente e pipetamos 10 ul nos demais
pocos, exceto no controle negativo, onde ndo ha primers e nao havera
amplificagé@o, o que prova que o teste ndo esta contaminado.

Selamos a placa com fita adesiva fornecida pelo Kit e a colocamos em
um termociclador com a almofada de pressdo do aparelho por cima.
Introduzimos o numero do programa PCR-SSP, especificando que o volume da
reacdo sera de 10 ul. Iniciado o programa, este tem durabilidade de
aproximadamente 1 hora e 16 minutos.

Apos o término, retiramos a placa do termociclador e removemos a fita
adesiva com cuidado. Transferimos 10 ul em seqiéncia de cada pog¢o da
reacdo de PCR para o gel de agarose (Invitrogen) a 2,0 % com TEB 1X (Tris-
Borato-EDTA) no Sistema de Gel Micro SSP. Submetemos o gel, j& com as
amostras aplicadas, a 140 a 150 volts até que o corante de rastreio vermelho
tenha migrado aproximadamente 0,5 cm no gel (cerca de 3 a 5 minutos).
Transferimos para o transluminador KODAK Gel Logic 112 UV. Por fim,
fotografamos e interpretamos os resultados com o Sofware HLA Fusion ou com

0 Mapa de Trabalho Worksheet.
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Notas: Programa solicitado pela ONE LAMBDA para o Termociclador para

PCR- SSP HLA Classe Il, fornecido pelo site www.onelambda.com:

N° Ciclos Passo Temperatura (°C) Tempo (segundos)
1 1 9% 130

1 2 63 60

9 1 9% 10

9 2 63 60

20 1 9% 10

20 2 99 50

20 3 72 30

Fim 1 4

* Para a realizacdo deste projeto, usamos 111,0 ul de DNA com 5,6 ul da
enzima Taq Polymerase na tipagem da classe | e 39,0 ul de DNA com 2,0 ul da
enzima Taq Polymerase na classe |l. Estes valores sdo com base no site do
fornecedor do Kit para HLA (One Lambda Inc) e/ou tabelas impressas que vém
junto com a compra do kit.
Preparo da Solucao TEB (Tris Borato EDTA):

Para uma solucao final de 1 litro de TEB 10X concentrado, pesamos em
uma balancga analitica, os seguintes reagentes: EDTA 0,2 molar 7,44 gramas
(Titriplex 11l Merck); TRIS 108 gramas (Invitrogen); e Acido Bérico 55 gramas

(Merck). Em um bécher, adicionamos o EDTA a 100 ml de agua ultra-pura
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autoclavada, dissolvendo a solugdo com auxilio de um agitador magnético.
Depois do EDTA dissolvido, adicionamos o TRIS e aguardamos a dissolugao
novamente. Depois, adicionamos o Acido Bérico pouco a pouco até dissolucdo
total, juntamente com a agua.

Colocamos esta solucdo em um baldo volumétrico de 1 litro,
completando o volume final e corrigimos seu pH para em torno de 7,0 a 8,0 com
o auxilio de um phmetro. Armazenamos a solucdo em frasco ambar
devidamente etiquetado a 2 a 8°C.

Para preparar TEB 1X, em uma proveta de 1 litro, adicionamos 100 ml de
TEB 10X e completamos o restante com agua ultra-pura autoclavada (900 ml).
Nao € necessario aferir pH desta solugdo. Armazenamos em frasco ambar

etiquetado e mantemos a temperatura ambiente.

Principio da metodologia PCR:

E uma metodologia que possibilita a reproducéo in vitro de milhares de
cépias de um determinado fragmento de DNA, através da reacao de PCR, com
amplificagdo de uma sequéncia de interesse, tornando-a majoritaria na amostra
de DNA. Deste modo, dois pequenos fragmentos de DNA complementares,
conhecidos como primers, anelam-se as extremidades da regido do DNA que
se pretende amplificar.

Durante a reacdo de PCR no termociclador, o intervalo de tempos e
temperaturas auxiliam na acdo dos primers e da Taqg Polimerase (enzima que
promove a sintese do DNA). A primeira etapa a 93 a 96°C, provoca a

desnaturacdo do DNA, separando-o em duas fitas simples. Em seguida, a
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temperatura é esfriada até 55 a 64°C, para que os primers possam se anelar as
regidbes complementares das moléculas de DNA que estdo separadas. A
temperatura é elevada novamente a cerca de 72°C e a Taq Polimerase sintetiza
um novo DNA onde os primers agiram. Apés esta replicacdo, € reiniciado o
processo para formar novas cépias de DNA. Ao final de 30 ciclos de
amplificagdo, reproduz-se 1 milhdo de coépias do DNA de interesse. A
temperatura e o tempo variam de acordo com cada tipo de PCR, sua técnica e

fornecedor.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados pelo software SPSS para Windows
versao 13™. A associacdao entre alelos do HLA e diferentes caracteristicas
clinicas foi investigada através do teste exato de Fisher e do teste do qui-
quadrado corrigido de Pearson. Valores de p < 0,05 foram considerados
significativos apds correcao para alelos com uma frequéncia superior a 5%. O
método delta foi utilizado para estimar a variancia da Razdo de Prevaléncia

(RP).
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5. Resultados

Foram incluidos 141 pacientes, 120 (85,1%) do sexo feminino e 21
(14,9%) do sexo masculino. Quanto a forma clinica, 47 (33,3%) foram
classificados como ES difusa, 88 (62,4%) limitada e 6 (4,3%) sine scleroderma.

Em relacado aos padrdes do FAN, o centromérico estava presente em 25
(17,7%), nucleolar em 23 (16,3%), outros padroes em 61 (43,3%) e 32 (22,7%)
apresentaram FAN negativo.

O cateterismo cardiaco confirmatorio foi realizado em 14 dos 19
pacientes com diagnéstico de HAP.

As caracteristicas clinicas identificadas nesta série de casos estao
listadas na tabela 1.

Nao houve evidéncia de associacao entre sexo e qualquer outra variavel
considerada (forma clinica, envolvimento visceral, FAN e alelos do HLA). Nao
encontramos qualquer associacdo de alelos HLA com as formas clinicas da
doenca e com os principais padrdes de FAN considerados (centromérico e
nucleolar).

Quanto as manifestacdes clinicas, houve evidéncia de associagdo entre
a presenca de FP e HAP (p = 0,017). O envolvimento Gl ndo foi associado a

qualquer alelo HLA com significancia estatistica.
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Em relacdo a FP, houve associagdo com os seguintes alelos: classe |

HLA-A*30 (p = 0,020) e classe Il DRB1*01 (p = 0,004), DQB1*05 (p <0,001) e

DQB1*04 (p = 0,019). (Tabelas 2 e 3) O HLA-A*30 e o DQB1*04 foram mais

frequentes em pacientes com FP e podem ser considerados fatores de risco

para o desenvolvimento desta manifestacao (razdo de prevaléncia (RP) = 1,86

e RP = 1,70, respectivamente). No entanto, os alelos HLA-DRB1*01 e DQB1*05

parecem ser protetores em relagdo ao acometimento pulmonar (RP = 0,38 e RP

= 0,41, respectivamente). (Tabela 4)

A HAP esteve relacionada apenas aos alelos classe |: B*35 (p = 0,035),

C*03 (p = 0,044) e C*04 (p = 0,015). (Tabelas 2 e 3) O HLA-B*35 e C*04 foram

mais freqlentes e associados a maior predisposicao (PR = 2,58 e RP = 2,71,

respectivamente). No entanto, o alelo C*03

menos

freqiente e

correlacionado negativamente a HAP nestes pacientes (PR = 0,13). (Tabela 5)

Tabela 1. Caracteristicas clinicas casuistica

N %

Sexo F:M 120:21

ES difusa 47 (33,3)
ES limitada 88 (62,4)
ES sine scleroderma 6 (4,3)
Fibrose pulmonar 61 (43,3)
Hipertensao arterial (13,5)
pulmonar 19

Envolvimento gastrintestinal 112 (79,4)
FAN 109 (77,3)
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Tabela 2. Frequéncia dos alelos do HLA Classe | na fibrose
pulmonar (FP) e na hipertensao arterial pulmonar (HAP)

FP HAP
HLA N=61 (%) p* N=19 (%) p*
A*01 13 (21,3) 0,866 4 (21,00 1
A*02 24  (39,3) 0,208 7 (36,8) 0,421
A*03 12 (19,6) 0,163 5 (26,3) 1
A*33 5 (82) 0,746 1 (53 1
A*23 6 (9,8 0,622 2 (10,6) 0,665
A*11 7 (11,5) 0,271 3 (158) 0,207
A*29 6 (9,8 0,974 2 (10,6) 1
A*30 9  (14,7) 0,020 3 (158) 0,207
A*24 9  (14,7) 0,968 1 (53) 0,307
A*68 7 (11,5) 0,967 0 0) 0,129
B*15 9  (14,7) 0,390 1 (53) 0,469
B*07 6 (9,8 0,269 3 (158) 0,722
B*44 9  (14,7) 0,532 2 (10,6) 0,530
B*18 12 (19,6) 0,598 5 (26,3) 0,333
B*35 13 (21,3) 0,866 8 (42,1) 0,035
B*39 5 (82) 0,548 2 (10,6) 1
B*51 7 (11,5) 0,592 4 (21,00 0,098
B*08 8 (13,1) 0,269 2 (10,6) 1
B*14 6 (9,8 0,621 3 (158) 0,454
C*03 8  (13,1) 0,477 0 (0) 0,044
C*06 14 (22,9) 0,950 4 (21,00 1
C*07 28  (46,0) 0,581 10  (52,6) 0,376
C*04 19  (31,1) 0,637 10 (52,6) 0,015
C*05 4  (66) 0,170 3 (158) 0,428
C*12 7 (11,5) 0,544 1 (53) 0,470
C*08 5 (82 0,303 3 (158) 0,454
C*02 4  (8,6) 0,242 1 (53) 0,693

* Andlise univariada dos valores de p calculado com teste do qui-quadrado e teste exato de Fisher
de acordo com o mais apropriado
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Tabela 3. Frequéncia dos alelos do HLA Classe |l na fibrose
pulmonar (FP) e na hipertensao arterial pulmonar (HAP)

FP HAP
HLA N=61 (%) p* N=19 (%) p*
DRB1*01 5 (8,2) 0,004 4 (21,0) 0,761
DRB1*04 14 (22,9) 0,950 5 (26,3) 0,769
DRB1*16 3 (4,9) 0,350 0 (0) 0,360
DRB1*11 24 (39,3) 0,186 7 (36,8) 0,727
DRB1*10 1 (1,6) NC 0 (0) 0,594
DRB1*13 10 (16,4) 0,086 5 (26,3) 0,773
DRB1*08 10 (16,4) 0,099 3 (15,8) 0,454
DRB1*15 14 (22,9) 0,671 3 (15,8) 0,764
DRB1*03 14 (22,9) 0,809 4 (21,0)
DRB1*07 9 (14,7) 0,968 1 (5,3) 0,307
DRB1*09 3 (4,9) NC 1 (5,3) NC
DRB1*12 3 (4,9) NC 1 (5,3) NC
DRB1*14 2 (3,3) NC 0 (0) NC
DRB5 13 (21,3) 0,866 2 (10,6) 0,246
DRB5*01 4 (6,6) NC 1 (5,3)
DRB3 11 (18,0) 0,361 2 (10,6) 0,739
DRB3*01 2 (3,3) 0,299 0 (0) 0,690
DRB3*02 28 (46,0) 0,915 10 (52,6) 0,496
DRB4 3 (4,9) NC 1 (5,3) NC
DRB4*01 22 (36,0) 0,744 5 (26,3) 0,275
DQB1*03 34 (55,8) 0,93 11 (57,9) 0,808
DQB1*05 11 (18,0) <0,001 4 (21,0) 0,178
DQB1*06 23 (37,7) 0,782 7 (36,8) 0,835
DQB1*02 19 (31,1) 0,883 4 (21,0) 0,336
DQB1*04 14 (22,9) 0,019 5 (26,3) 0,163

* Analise univariada dos valores de p calculado com teste do qui-quadrado e teste exato de Fisher de
acordo com o mais apropriado, NC=n&o calculavel
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Tabela 4. Alelos de risco e protecdo para
fibrose pulmonar (FP)

Alelos

relacionados RP (IC 95%) p*
aFP

HLA-A*30 1.86 1.261t02.74) 0.020

( )
HLA-DQB1*04 1.70 (1.17t02.48) 0.019
HLA-DQB1*05 0.41 (0.24 10 0.72) <0.001
HLA-DRB1*01 0.38 (0.17t0 0.85)  0.004

IC 95% = intervalo de confianga de 95%; RP = razdo de prevaléncia; *Andlise
univariada dos valores de p calculado com teste do qui-quadrado e teste exato de
Fisher de acordo com o mais apropriado.

Tabela 5. Alelos de risco e protecao para hipertensao
arterial pulmonar (HAP)

Alelos o *
relacionados a RP (IC 95%) P
HAP

HLA-B*35 2.58 (1.141t05.85) 0.035
HLA-C*04 271 (119106.18) 0.015
HLA-C*03 0.13 (0.01 to 2.14) 0.044

IC 95% = intervalo de confianca de 95%; RP = razdo de prevaléncia; *Analise
univariada dos valores de p calculado com teste do qui-quadrado e teste exato de
Fisher de acordo com o mais apropriado.
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6. Discussao

Este estudo investigou as frequéncias de alelos do HLA classe | e Il em
pacientes esclerodérmicos brasileiros, independentemente de raca ou etnia, e
sua associacao as principais manifestacdes clinicas da doencga. Este representa
o primeiro estudo de genotipagem HLA na ES ja realizado em nossa populagao
miscigenada. As pesquisas envolvendo HLA e ES s&o importantes do ponto de
vista tanto etiopatogénico como clinico, na tentativa de se identificar
precocemente 0s pacientes com doenga mais grave.

Nesta série de casos, ndo houve evidéncia de associagdo entre o HLA e
a forma clinica da doenca, baseada na extensdo do acometimento cutaneo.
Estes resultados ndo confirmam a associacédo descrita previamente dos alelos
HLA-B*62, DRB1*11 e DRB1*07 a quadro cutaneo mais extenso, com escores
mais elevados. [40,41]

Ha poucos dados prévios sobre a relacdo entre HLA e acometimento do
trato GIl. Nao encontrou-se qualquer alelo predisponente nesta casuistica
provavelmente por se tratar de manifestagdo muito prevalente, acometendo

cerca de 80% dos pacientes.
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Quanto as manifestag¢des clinicas, encontramos associagao significativa
entre FP e HAP, ambos determinantes de pior prognostico.

A avaliagdo da genotipagem dos pacientes com FP revelou resultados
diferentes dos encontrados na literatura, ja que as associagdes previamente
descritas séo, geralmente, relacionadas também a presenca do anticorpo
antitopoisomerase. [44,50-52] Os alelos Cw*0602 e DR52a foram associados a
FP, mas, neste estudo, ndo foram identificados como fator de risco. Em nossa
amostra, tanto o HLA-A*30 como o DQB1*04 conferiram suscetibilidade a esta
manifestagcédo. Interessante foi A*30 como fator de risco para FP e ndo para
HAP conforme encontrado por Gladman D. et al. [40,49] Além disso, a presenca
dos alelos DRB1*01 e DQB1*05 foi negativamente relacionada a FP e estes,
considerados protetores.

Quanto a HAP, encontramos os alelos B*35 e C*04 como fatores de
risco. O HLA B*35 ja havia sido relacionado a esta manifestacao e parece estar
envolvido com o aumento dos niveis de ET-1 e patogénese da HAP. [57,58] Na
casuistica de Gladman et al. houve associagdo significativa entre HAP e HLA-
A*30, B*13, B*65 e DRB1*03. [40] Esta série de casos ndo confirmou esses
achados e a freqiéncia desses alelos em nossa amostra foi: A*30 em 15,8%,
B*13 em 5,3%, DRB1*03 em 21% e nenhum paciente apresentou B*65. Nesta
analise, C*03 foi considerado alelo protetor, ausente em todos os pacientes
com HAP. Os alelos classe | C*04 e C*03 nao tinham sido previamente
descritos como relacionados a HAP.

Por fim, este estudo estabelece a associagdo de alguns alelos do HLA

com as manifestagdes clinicas mais graves da ES em uma casuistica
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miscigenada. Acreditamos que estudos com HLA na ES poderao clarificar os
mecanismos fisiopatologicos através dos quais os alelos HLA podem influir no
desencadeamento e na evolucdo destes casos. Além disto, estudos
preliminares sugerem que seria possivel atuar diretamente sobre processos
autoimunes mediados pelo CPH, com o bloqueio da regidao apresentadora de
antigenos destas moléculas, [60] o que pode representar uma estratégia de
imunointervencao na ES no futuro.

Os achados deste estudo nao foram absolutamente semelhantes aos dados
prévios em outras populagdes. Com base nos resultados deste e de estudos
anteriores, fica nitida a existéncia de varios padrées genotipicos na ES.
Portanto, outros estudos s&do necessarios para melhor caracterizagdo da

doenca nas diversas populagdes.
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7. Conclusoes

1. Ndo houve associacdo dos alelos HLA a forma clinica da doenca,
positividade e padrdo do FAN e acometimento gastrointestinal nesta
casuistica.

2. Encontramos associacao de alguns alelos HLA as manifestagdes clinicas
de pior prognéstico (FP e HAP) na ES.

3. Estes alelos ndo foram os mesmos relacionados previamente em outros
estudos, 0 que sugere a existéncia de diversos padrbes genotipicos na

doenca.
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Abstract

Objectives: The aim of this study was to evaluate the HLA involvement in disease expression
and poor prognostic clinical features, pulmonary fibrosis (PF) and pulmonary arterial
hypertension (PAH), in patients diagnosed with systemic sclerosis (SSc) in a multiethnic
population. Methods: SSc patients followed 2008-2011 were included and clinical data were
obtained through records review. Molecular HLA typing was performed (PCR amplification
technique using sequence of specific primers). Statistical analysis included Fisher’s exact test
and Pearson’s corrected chi-square test. P values < 0.05 were considered significant. The
prevalence ratio was estimated by delta method. Results: One hundred forty-one patients (120
women and 21 men) were studied, 33,3% dcSSc, 62,4% 1cSSc and 4,3% sine scleroderma. PF
was present in 61 patients (43,3%), HLA-A*30 and DQB1*04 were related to susceptibility.
However, HLA-DRB1*01 and DQB1*05 alleles were protective. PAH was diagnosed in 19
(13,5%) and had association with HLA-B*35 and C*04, whereas C*03 seemed to be protective.
Conclusions: Our current study documents the association of some class I and II HLA alleles
with the most severe clinical manifestations in a multiethnic case series. Our findings were not
absolutely similar to the previous data in other populations.

Key Words: systemic sclerosis, Human Leukocyte Antigen, prognosis, pulmonary fibrosis and

pulmonary arterial hypertension
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Introduction

Systemic sclerosis (SSc) is an autoimmune disease of unknown etiology, characterized by
vascular dysfunction, cutaneous and visceral fibrosis. Women are more frequently affected than
men with a ratio of 4:11 and the peak incidence is in the fourth and fifth decades of life. The
incidence varies from 2.3 to 22.8 / 1 million / year. [1] The prevalence appears to be increasing
due to improved survival in recent decades. [2] The affections with greater prognostic impact
and the main causes of death in SSc patients are pulmonary fibrosis (PF) and pulmonary arterial
hypertension (PAH). [3]

Although the pathogenesis of SSc remains unclear, genetic factors are thought to
contribute to the disease. Human leukocyte antigen (HLA) genes have been implicated in the
susceptibility to SSc and its clinical and serological manifestations. [4-10]

HLA widely participates on immunological processes. Class I (HLA A, B and C) and
class II (HLA DR, DQ and DP) molecules are expressed on the cell surface and act in antigen
presentation and T lymphocites activation. Class I molecules also activate natural-killer (NK)
cell receptors [11] and class II appear to stimulate the secretion of IL-6 and monocyte
chemotactic protein (MCP-1) by fibroblasts, especially in antibody anti-topoisomerase (ATA)
associated clinical forms. [12]

The susceptibility to the disease was found to be associated with HLA-DQA1*0501 e
DQB1*#0301 in all ethnic groups. The allele DRB1*1104 was associated to SSc in Caucasian
and Hispanic patients, whereas DRB1*0804 was correlated to the disease in African Americans
[13] and DRB1#1502 in Japanese and Koreans. [14] HLA-DRB1*01 and DRB1*11 (mainly
DRB1*#1101 and DRB1*1104) were also associated to SSc. [15] A multicenter study (GWAS,
Genome Wide Association Study) established HLA-DQB1 as the main allele related to
susceptibility related to anticentromere antibodies (ACA). [16] Zhou et al. found an association
of HLA-DPB1 and DPB2 with increased susceptibility to disease primarily associated with
ATA. [17] HLA-A*30, A*32, B*57, Cwl4, DRB1*0701, DQA1*0201, DQB1*0202 and
DRB1*1501 were identified as protectors. [4,13]

However, much stronger correlations have been demonstrated between certain HLA
alleles and each of the SSc-specific autoantibodies. This may be clinically relevant because each
of the autoantibody subsets of scleroderma is associated with certain disease features and has
different prognostic implications. [14,18-22] ATA antibodies have a higher frequency of HLA-
DRB1*1104, DQA1*0501, DQB1*0301 and DPB1*1301. [13] Caucasian patients were
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associated to HLA-DRS [23-25] and Japanese patients to HLA-DR2. [26] ACA was related to
HLA-DRB1*01, DRB1*04, DQA1*0101 and DQB1*0501. [7,12,13,23]

Considering the clinical features, HLA-DRB1 has been associated with the limited
cutaneous form (IcSSc) and B*62, DRB1*11 (DRB1*1104) and DRB1*07 have been found in
the diffuse cutaneous form (dcSSc). [4,9]

The association between HLA alleles and visceral involvement in SSc is not well
established. Some previous studies also reported a correlation of internal organ involvement of
SSc and autoimmune patterns with different specific serological HLA status and these
associations seem to differ according to ethnicity. [7,13]

A high frequency of DRw6 and DRB3 related to PAH has been described by Langevitz
et al. and DRw6 was associated with a higher mortality. [27] Some class I alleles were also
related such as A*30, B*13, B*65 [4] and B*35, which appears to play a role in the production
of endothelin-1 (ET-1) in SSc. [28,29] HLA-DRB1*01, DRB1*03 and DQB1*0501 were also
related to PAH and ACA. [30,31]

Similarly, DR52a and Cw*0602 alleles were found more frequently in SSc with PF.
[4,27] Other alleles described for PF in the presence of ATA are DRB1*11 (DRB1*1104),
[10,32] DPB1*1301 [30] and DQB1*0301. [30,31]

In Brazil, a South American country with a multiethnic population, there is no previous
study concerning HLLA and SSc.

The aim of this study was to evaluate the HLA involvement in disease expression and its
correlation to poor prognostic clinical features in patients diagnosed with SSc at a University

referral Hospital in the city of Campinas, State of Sao Paulo, Brazil.

Subjects and methods
Patient selection

We evaluated patients diagnosed with SSc followed for a period of 3 years (2008-2011)
in the Rheumatology Department at the University of Campinas Teaching Hospital, a tertiary
referral hospital located in the state of Sdo Paulo, Brazil. Clinical data on patients, unrelated
ethnically, were obtained through records review.

This study was approved by the Ethics Committee of Campinas State University.
Patients provided informed consent.

The SSc diagnosis was based on the American College of Rheumatology (ACR) criteria

for SSc. [10] Patients under 18 years old and with overlap syndrome were excluded.
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All patients were evaluated for gender, visceral involvement, laboratorial tests and
underwent a routine rheumatology examination. They were classified according to cutaneous
involvement as diffuse, limited and sine scleroderma forms. Gastrointestinal (GI) involvement,
PF and PAH were the visceral involvement considered.

Limited disease was defined as definite skin thickening confined to the distal
extremities, whereas in diffuse disease there was in addition involvement of skin proximal to the
knees and elbows. The sine scleroderma form was considered according to established criteria.
[33,34]

The presence and pattern of the antinuclear antibody (ANA) was also evaluated.

GI tract involvement was confirmed by imaging studies (contrast radiography
esophageal emptying scintillography and intestinal transit) and upper gastrointestinal endoscopy.

PAH was defined when the right ventricular pressure was higher than 40 mm Hg by
Doppler echocardiogram. The alteration in systolic pulmonary artery, as it iS an examiner-
dependent result, was confirmed with another echocardiogram on a minimum interval of two
months. When possible, these patients underwent confirmatory cardiac catheterism (medium
pulmonary arterial pressure > 25 mm Hg). [35]

PF was investigated by pulmonary function testing, forced vital capacity or total lung
capacity (TLC) less than 70% of predicted, and High Resolution Computed Tomography
(HRCT). The main CT valued findings were hyperdense pulmonary nodules, ground glass,

reticular opacities and traction bronchiectasis. [36]

Laboratory methods

DNA was extracted from whole blood using a commercial kit (GE Healthcare Illustra
Blood).
HLA Genotyping

HLA-class I and II genotyping were performed by the polymerase chain reaction

amplification (PCR) technique using sequence of specific primers (One Lambda Inc., CA, UK).

Statistical analysis

The patients’ data were analyzed by the software SPSS for Windows release 13™. The
association between HLA alleles, different clinical features and gender were investigated using
Fisher’s exact test and Pearson’s corrected chi-square test. P values < 0.05 were considered
significant after correction for the number of alleles with a frequency higher than 5% (non-rare

allele). The delta method was used to estimate the variance of the prevalence ratio (PR).
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Results

This serie included 141 patients, 120 (85,1%) female and 21 (14,9%) male. Regarding
clinical form, 47 (33,3%) dcSSc, 88 (62,4%) 1cSSc and 6 (4,3%) sine scleroderma SSc patients.

We also classified patients based on the main antinuclear antibodies (ANA) patterns.
Centromeric was present in 25 (17.7%), nucleolar in 23 (16.3%), other patterns in 61 (43.3%)
and 32 (22.7%) had a negative ANA.

A confirmatory cardiac cathetherism was performed in 14 of 19 patients diagnosed with
PAH. The clinical features identified in this case series are listed on table 1.

There was no evidence of association between gender and any of the features considered
(clinical forms, visceral involvement, ANA and HLA alleles).

We found no association of HLA alleles with the clinical forms of the disease (diffuse,
limited and sine scleroderma) nor with the main patterns of ANA considered (centromeric and
nucleolar).

Concerning the clinical manifestations, an evidence of association was found between
PF and PAH (p=0.017).

GI involvement was not associated to HLA expression.

Pulmonary fibrosis: There was an association with class I HLA-A*30 (p=0.020) and
class I DRB1*01 (p=0.004), DQB1*05 (p<0.001) e DQB1*04 (p=0.019). Tables 2 and 3) The
HLA-A*30 and DQB1*04 alleles were more frequent in patients with PF and were related to a
higher risk (PR=1,86 and PR=1,70, respectively). However, the HLA-DRB1*01 and DQB1*05
alleles appear to be protective (PR=0,38 and PR=0,41, respectively). (Table 4)

Pulmonary arterial hypertension: was related only to class I alleles B*35 (p=0.035),
C*03 (p=0.044) e C*04 (p= 0.015). (Tables 2 and 3) HLA-B*35 and C*04 alleles were more
frequent, resulting in greater predisposition to this feature (PR=2,58 and PR=2,71, respectively).
Nevertheless, C*03 allele was less frequent in these patients and was negatively correlated

(PR=0,13). (Table 5)

Discussion

Our study investigated the frequencies of HLA class I and II alleles in unrelated
ethnically Brazilian patients with SSc and their relationships with main clinical manifestations. It
represents the first HLA genotyping study ever performed in our multiethnic population.
Researches involving HLA and SSc are important in etiopathogenic point of view, and

especially from a clinical perspective, in an attempt to identify patients with more severe disease.
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In our series, there was no evidence of association between the clinical forms of the
disease and HLA alleles. Our results did not support the previous reports of a higher skin score
in the presence of HLA-B*62, DRB1*11 and DRB1*07 alleles. [4,9]

There are only few reports about relation between GI tract involvement and HLA alleles.
We did not find any predisposing allele perhaps because of the high frequency of this feature,
founded in almost 80% of the patients.

Concerning the clinical manifestations, we found an evidence of association between PF
and PAH, determinants of poor prognosis.

Analysis including patients with PF revealed intriguing results. The previously described
associations between PF and HLA-alleles are usually linked to ATA [10,30-32], but we did not
consider autoantibodies profile. Cw*0602 and DR52a alleles were associated to PF [4,27], but in
our study we did not identify these alleles as a risk factor. None of our patients presented these
alleles. In our sample, both HLA-A*30 and DQB1*04 play a role in susceptibility to this
manifestation. An interesting finding was the A*30 as a risk factor in PF and not in PAH as
described by Gladman D. et al. [4] In addition, the presence of DRB1*01 and DQB1*05 alleles
were negatively related to PF and considered protective.

Regarding PAH, we found higher risk in the presence of HLA-B*35 and C*04.
HLA*B35 had already been described, and seem to be involved in the upregulation of ET-1 and
the pathogenesis of PAH. [28,29] Gladman et al. found a significant association between PAH
and HLA-A*30, B*13, B*65 and DRB1*03 alleles. [4] Our results did not confirm these
findings. The frequency of these alleles in our sample was: A*30 in 15,8%, B*13 in 5,3%,
DRB1*03 in 21% and no patient presented B*65. In this analysis, C*03 was noted as a
protective allele, absent in all patients with PAH. We emphasize that C*04 and C*03 were not
previously described to be related to PAH.

Our current study documents the association of some class I and Il HLA alleles with the
most severe clinical manifestations in a multiethnic case series. Our findings were not absolutely
similar to the previous data in other populations. Based on these and previous results, it is clear
that there are multiple genetic patterns in SSc, and various HLA alleles were associated with
different clinical and serological aspects of the disease. In conclusion, new descriptive and
multicentric genetic studies are necessary for a better comprehension and definition of the

disease expression in Brazil.
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Table 1. Characteristics of study case series

N %

Gender F:-M 120:21

Diffuse disease 47 (33,3)
Limited disease 88 (62,4)
Sine scleroderma 6 4,3)
Pulmonary fibrosis 61 (43,3)
Pulmonary arterial hypertension 19 (13,5)
Gastrintestinal involvement 112 (79,4)
ANA 109 (77,3)
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Table 2. Class I HLA alleles frequency in pulmonary fibrosis (PF) and
pulmonary arterial hypertension (PAH)

PF PAH

HLA N=61 (%) p N=19 (%) p
A*01 13 (21,3) 0,866 4 21,00 1
A*02 24 (39,3) 0,208 7 (368) 0421
A*03 12 (19.6) 0,163 5 (263 1
A*33 5 (82) 0,746 1 (5.3) 1
A*23 6 9,8) 0,622 2 (10,6) 0,665
A*11 7 (11,5) 0271 3 (158 0,207
A*29 6 9,8) 0,974 2 (106 1
A*30 9  (147) 0,020 3 (158 0,207
A*24 9 (147 0,968 1 (5,3) 0307
A*68 7 (L5 0,967 0 ©) 0,129
B*15 9  (147) 0390 1 (5,3) 0,469
B*07 6 9,8) 0,269 3 (158 0,722
B*44 9  (147) 0532 2 (10,6) 053
B*18 12 (19,6) 0,598 5 (263) 0333
B*35 13 (21,3) 0,866 8  (42,1) 0035
B*39 5 (82) 0,548 2 106 1
B*51 7 (L5 0,592 4 (21,00 0,098
B*08 8  (13,1) 0269 2 106 1
B*14 6 9,8) 0,621 3 (158) 0454
C*03 8  (13,1) 0477 0 ©) 0,044
C*06 14 (229 0,950 4 (L0 1
C*07 28 (46,0) 0,581 10 (52,6) 0376
C*04 19 3L, 0,637 10 (52,6) 0,015
C*05 4 6,6) 0,170 3 (158 0,428
C*12 7 (11,5) 0,544 1 (5,3) 047
C*08 5 (82) 0,303 3 (158) 0454
C*02 4 6,6) 0,242 1 (5.3) 0,693

*Univariate p values calculated with Qui-squares and Fisher’s exact tests where appropriate
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Table 3. Class II HLA alleles frequency in pulmonary fibrosis (PF) and

pulmonary arterial hypertension (PAH)

PF PAH

HLA N=61 (%) p N=19 (%) P

DRB1*01 5 (82) 0,004 4 (21,00 0,761
DRB1*04 14 (229 0095 5 (26,3) 0,769
DRB1*16 3 4,9 035 0 (0) 0,36
DRB1*11 24 (393) 0,186 7 (36,8) 0,727
DRB1*10 1 (1,6) * 0 ©) 0,594
DRB1*13 10 (164 0,086 5 (26,3) 0,773
DRB1*08 10 (164) 0,099 3 (15,8) 0,454
DRB1*15 14 (229 0671 3 (158) 0,764
DRB1#03 14 (229 0,809 4 (21,0) 1

DRB1*07 9 (14,7) 0,968 1 (5.3) 0,307
DRB1*09 3 (4,9) * 1 (5.3) *

DRB1*12 3 (4.9) * 1 (5.3) *

DRB1*14 2 (3.3) * 0 (0) *

DRBS 13 (21,3) 0,866 2 (10,6) 0,246
DRB5*01 4 (6,6) * 1 (5.3) 1

DRB3 11 (18,0 0361 2 (10,6) 0,739
DRB3*01 2 (3,3) 0,299 0 (0) 0,69
DRB3*02 28 (46,0) 0915 10 (52,6) 0,496
DRB4 3 (4,9) * 1 (5.3) *

DRB4*01 22 (36,0) 0,744 5 (26,3) 0,275
DQB1#03 34 (558) 093 11 (57.,9) 0,808
DQBI1*05 11 (18,0) <0,001 4 (21,00 0,178
DQB1*06 23 (371,7) 0,782 7 (36,8) 0,835
DQB1*02 19 (GLD 0883 4 (21,00 0,336
DQB1#04 14 (22,9 0,019 5 (26,3) 0,163

*Univariate p values calculated with Qui-squares and Fisher’s exact tests where appropriate; NC=non-

calculable
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Table 4. Risk and protective alleles for pulmonary fibrosis

PF related alleles PR (95% CI) p*

HLA-A*30 1.86 (1.26 t0 2.74) 0.020
HLA-DQB1*04 1.70 (1.17 to0 2.48) 0.019
HLA-DQB1*05 0.41 (0.24 t0 0.72) <0.001
HLA-DRB1*01 0.38 (0.17 t0 0.85) 0.004

95% CI = 95% confidence intervals; PR = prevalence ratio; *Univariate p values
calculated with Qui-squares and Fisher’s exact tests where appropriate

Table 5. Risk and protective alleles for pulmonary arterial
hypertension

PAH related alleles PR (95% CI) p*

HLA-B*35 2.58 (1.14 t0 5.85) 0.035
HLA-C*04 2.71 (1.19t0 6.18) 0.015
HLA-C*03 0.13 (0.01to 2.14) 0.044

95% CI = 95% confidence intervals; PR = prevalence ratio; *Univariate p values calculated
with Qui-squares and Fisher’s exact tests where appropriate
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Anexos

Anexo 1 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
INTRODUGCAO

Vocé estd sendo convidado a participar voluntariamente de um estudo sobre esclerose sistémica (esclerodermia). Esta folha de
informagao tem por objetivo fornecer - Ihe maiores detalhes sobre este estudo, de tal forma que vocé possa decidir se deseja ou nao
participar do mesmo. Este trabalho tem como intencdo estudar os pacientes com esclerose sistémica. E importante que vocé
compreenda que ha riscos minimos envolvendo este estudo, pois se trata apenas da coleta de sangue para ver se ele tem uma parte
que causa a doenga e o Unico desconforto sera a picada da agulha para se coletar o sangue. Os resultados obtidos na pesquisa serao
mantidos em segredo e o sangue serd utilizado apenas para este estudo. Se acaso surgir outro estudo onde poderemos usar 0 mesmo
sangue entraremos em contato com o Comité de Etica para solicitar uma nova aprovagéo. O beneficio que este estudo trard para o
paciente sera a oportunidade de ajudar no melhor entendimento da doenga. Os resultados obtidos ficardo a disposi¢cao do paciente em
seu prontudrio. Nao havera ajuda financeira para alimentagao/ transporte, pois os dados dos pacientes e a coleta de sangue serdo
realizados durante as consultas de rotina agendadas para o paciente no ambulatério de Reumatologia. O armazenamento do sangue
sera feito em freezer a —20°C localizado no Laboratério de Reumatologia/ Departamento de Clinica-Médica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Unicamp.

PROCEDIMENTO DE ESTUDO

Para participar do estudo, vocé deve estar disposto a deixar realizar a coleta de sangue (2 amostras num total de 4,5 ml para cada
amostra). Caso vocé tenha duvidas ou perguntas referentes a esta avaliagdo, sempre poderd consultar o médico responsavel pela
pesquisa, mesmo apos iniciado o estudo, vocé podera desistir dele em qualquer periodo sem prejuizo no seu tratamento.

TERMO DE PARTICIPACAO E ASSINATURAS

Pesquisa: Frequiéncia do HLA classe | e Il na pneumopatia intersticial e na hipertensao arterial pulmonar em pacientes com
esclerose sistémica
Responsaveis: Prof. Dr. Manoel Barros Bértolo/ Dra Ana Paula T Del Rio

Dados do paciente

Nome -

Data de Nascimento - RG -
Idade -

Enderego -

Telefone - HC -

Eu, abaixo assinado, aceito participar voluntariamente desta pesquisa para ver se meu sangue contém alguma parte ligada a doenga
em questdo. Estou informado que para participar deste estudo terei que colher 2 amostras de sangue, num total de 4,5ml para cada
amostra. Sei que posso sair do estudo a qualquer momento. Eu li /ouvi o conteldo deste termo e recebi esclarecimentos sobre minhas
duvidas oralmente. Entendi a intengéo do estudo, os minimos riscos a que estarei exposto, bem como os beneficios da minha aceitagdo
em participar do mesmo. A minha assinatura, a seguir, indica que concordei em participar voluntariamente do estudo.

Data Assinatura
Em relagdo ao armazenamento do meu sangue:
() aceito que o sangue seja armazenado () ndo aceito que o sangue seja armazenado
Em relagdo a novos estudos:
() aceito que meu sangue seja utilizado novamente () ndo aceito que seja utilizado novamente

Eu, abaixo assinado, expliquei e discuti todos os detalhes importantes deste estudo, usando uma linguagem compreensivel e apropriada
e acredito que o voluntario tenha entendido a explicagéo.

Dra Ana Paula Toledo Del Rio
Fone (019) 35217776 (Ambulatorio de Reumatologia)
Davidas: Comité de Etica (19) 35218936
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